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OZET

Glioblastoma Multiforme beyin tiimorleri igerisinde en sik rastlanan histolojik
tiptir. Yetiskinlerde en ¢ok goriilen primer beyin tiimorii olup, tiim gliomalarm %50-
60’11 olusturmaktadir. Her yasta goriilebilir, ancak olgular siklikla 45-75 yas arasinda

olup ortalama sag kalim siiresi 12-18 aydir.

Calisgmamizda son yillarda GBM hastalarinda prognozun belirlenmesinde etkisi
oldugu bildirilen ve {lizerinde calisilan genlerden IDH1 geninin dizi analizi ile mutasyon
taramasi ve MS-HRM ile MGMT gen metilasyon durumunun belirlenmesi ve olgularin

klinik 6zellikleriyle iligkilerinin degerlendirilmesi amag¢lanmustir.

Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Norosirurji Anabilim Dalma basvuran ve
histopatolojik olarak incelenerek “Glioblastoma Multiforme” tanis1 almis olan 40 olgu

calismaya almmastir.

Literatirde MGMT geninin metilasyon frekans1 %24-86 gibi ¢ok genis bir
aralikta bildirilmistir. Calismamizda MGMT metilasyonu %32,5 olarak bulunmustur.
Metile MGMT’li olgularin yas ortalamasi 58+13 ve ortalama sag kalim siiresi 19 ay,
unmetile MGMT’li olgularin yas ortalamasi 55+15 ve ortalama sag kalim siiresi ise 15
ay olarak saptanmistir. RT+KT alan olgulari sag kalim stireleri degerlendirildiginde 17

ay, sadece RT alan olgularin sag kalim siireleri ise 14 ay olarak saptanmistir.

Literatiirde IDH1 mutasyon frekansi primer GBM’lerde %3-56 arasinda
degisirken, sekonder GBM’lerde ise %44-88, primer ve sekonder aymrimi yapilmadan
ise mutasyon orani %12-20 gibi genis bir yelpaze icerisinde belirtilmistir. Calismamiza
olgular primer ve sekonder GBM ayirimi yapilmadan dahil edilmis olup IDH1
mutasyonu %12,5 olarak bulunmustur. IDHI mutasyonu ile olgularin yasi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmistir. IDH1 mutasyonu tastyan GBM’lerin

yas ortalamasinin 41+5.06, mutasyon tasimayanlarin yas ortalamasmin ise 57+2.29
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oldugu saptanmistir. Mutasyon tagiyan olgular ortalama sag kalim siiresi 19 ay iken

mutasyon tagimayan olgularin sag kalim siiresi 16 ay olarak saptanmaistir.

Sonug olarak ¢alismamizin bu yonde yapilacak ¢aligmalara yol gosterici bilgiler
verecegi diislincesindeyiz. Calismamiz, Tiirk popiilasyonunda IDH1 mutasyonunun ve

MGMT metilasyonunun birlikte incelendigi ilk ¢alisma olma 6zelligini tagimaktadir.

Anahtar kelimeler: GBM, IDH1, MGMT, Metilasyon, Dizi Analizi.



SUMMARY

Glioblastoma Multiforme is the most common histological type in brain tumors
and the most common primary brain tumor in adults. GBM forms the %50-60 of all
gliomas and it may occur at any age, but cases are between the ages 45-75 with an

overall survival time of 12-18 months.

The aim of the study is to screen the mutations in IDH1 with sequence analysis
and methylation status of MGMT by MS-HRM and the data obtained were
compared with patient clinical information. This genes was mostly studied in resent

years and we have known that they affect the prognosis.

40 patients with diagnose as “Glioblastoma Multiforme” by histopathologically,
admitted to the Neurosurgery Department in Eskisehir Osmangazi University Faculty of

Medicine had been included to the study.

In the literature MGMT methylation frequency seen in a broad frequency range
24% - 86%. In our study the MGTM methylation frequency was found 32,5%. In our
study the median age 58+13 and survival time was 19 months in methylated MGMT
and in unmethylated MGMT tumors median age was 55+15 and median survival time
was found as 15 months. In our study the median survival time of our patients was
analysed by trearment modality and in RT+KT group median survival time was 17

months and in RT group median survival time was 14 months.

In the literature the mutation frequency of IDH1 seen in a broad frequency range
and in primary GBM 3%-56%, 44%-88% in secondary GBM and 12%-20% without
making a seperation between the primary and secondary GBM. The patients in our
study without making a distinction between the primary and the secondary GBM and
the IDH1 mutation was found 12,5%. Statistically association was detected between

IDH1 mutation and patients age. In IDH1 mutant tumors the median age is 41+5.06 and
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in wild-IDH1 tumors the median age is 57+£2.29. In our study the median survival time
was 19 months in IDH1 mutant tumors and 16 months in wild-IDH1 tumors. Our study
is important due to being the first study analyzing this mutation on GBM patients in

Turkish population.

As a result we think that our study will provide information to the other studies
which will be done about this subject. Our study is important due to being the first study
to analyzing IDH1 mutations and MGMT methylations on GBM patients in Turkish

population.

Key Words: GBM, IDH, MGMT, Methylation, Sequence Analysis.
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1. GIRIS ve AMAC

Primer beyin tiimorleri tiim kanserlerin %1,5’inden ve kansere bagli 6liimlerin
%?2’sinden sorumludur (9,56). Saglk Bakanligi Kanserle Savas Dairesi 2004-2006
verilerine gore beyin tiimorlerinin erkeklerde goriilen kanserler arasinda 8. sirada,

kadinlarda goriilen kanserler arasinda ise 10. sirada yer aldig1 bildirilmektedir (83).

Timor genomunun molekiiler profili ile ilgili son zamanlarda biiyiik ¢alismalar
yapilmaktadir. Kolorektal ve meme kanserinin tiim genom sekanslama analizleri ve son
olarak da pankreatik duktal adenokarsinoma (PDAC) ve GBM’in sekans analizleri
yapilmistir. Bu mutasyonel c¢aligsmalar tiimérogenezde daha Once bilinmeyen yeni
somatik mutasyonlarin tanimlanmasina yol agmistir. GBM’in mutasyonel taramasinda
IDH1 (izositrat Dehidrogenaz 1) geninin %12 somatik mutasyonu tespit edilmis ve
IDH1 mutasyonunun baskin olarak sekonder GBM ve geng¢ kisilerde bulundugu
bildirilmistir. Ozellikle gliomagenezin erken donemlerinde gerceklestigi savunulmakta

ve bu nedenle ileri derece tiimorlerde sik gézlenmesi beklenmektedir (7).

IDH1 ile ilgili biyokimyasal c¢aligmalarda mutasyonun glioma patogenezinin
altinda yatan mekanizmaya ve metabolik yolaga 1sik tuttugu bildirilmistir. IDH
mutasyonu glioma patogenezinde ve glial tiimorlerin  spesifik  subtiplerinin
tanimlanmasinda kritik bir rol oynamaktadir. Yapilan analizler de IDH1 mutasyonunun
timor evresi, yag, MGMT metilasyon durumu, genomik profil ve tedavi i¢in prognostik

marker oldugunu dogrulamstir (104).

IDH1 mutasyonu gliomalarda ilk olarak sekonder GBM’lerle c¢alisiimis ve

sekonder GBM’ler i¢in molekiiler bir marker oldugu bildirilmistir. Ik analizler IDH
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mutayonunu tastyan tiimorlerin yabanil tip IDH’lilara gére daha iyi bir prognoza sahip
oldugunu gostermistir. Bu durum derece 1l ve IV gliomalar ve oligodendroglial
gliomalarda dogrulanmustir. Son veriler IDH1 mutasyonun prognostik etkisinin,
anaplastik astositomalar ve primer GBM’lerde gii¢lii oldugunu ve WHO (World Health
Organization) Kklasifikasyonunu ve bu tiimorlerin evrelendirilmesini  degistirdigini

gostermektedir (99).

Gegerli WHO klasifikasyonunun tani sisteminde IDH’mn durumu:

-Astrositoma veya oligodendrogliomanin diffuz tiimor infiltrasyonunu belirlemek;
-Reaktif astrositosisi difuz tiimor infiltrasyonundan ayirt etmek;

-WHO grade I astrositomalar1 diffuz astrositomalardan ayirt etmek;

-Astrositik ve oligodendroglial tiimorleri ependimomalardan ayirt etmek;
-Oligodendrogliomalar1 diger berrak hiicre morfolojisi olan glionéronal tiimorlerden
ayirt etmek;

-Grade I1-1V gliomalarda prognostik bilgi edinmek i¢in yardimci olacaktir (99).

Son yillarda herhangi bir gen mutasyonu olmamasina ragmen ilgili genlerin {iriin
olusturamamasi1 ya da gerekenden fazla {iriin sentezlenmesine neden olan metilasyon,
asetilasyon ve mikroRNA gibi epigenetik mekanizmalarin karsinojenezis siirecindeki
rolleri detayli olarak ortaya konmaktadir. GBM olgularinda da birgok genin epigenetik
degisimi ger¢eklesmektedir. Molekiiler marker olarak MGMT temozolomid gibi alkile
edici ajanlarla tedavi de prediktif bir degere sahiptir (79). Kolon kanseri, pankreatik
karsinoma ve akciger kanserinde yiiksek MGMT aktivitesi varken, beyin tiimorleri ve
malign melonomada MGMT aktivitesi daha diisiik diizeydedir. Over kanserinde MGMT
ekspresyonu siniflandirma ve evreleme ile iliskilendirilmis, glioblastomalarda ise
rekkiirrensde artis oldugu gézlenmistir (42). MGMT’nin hipermetilasyon ile epigenetik
olarak sessizlestirilmesi primer glioblastomalarda %40, sekonder glioblastomalarda
%70’ten fazladir (79).


http://www.google.com.tr/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CCAQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.who.int%2F&ei=F-vzTebqKcPBtAae-e2UBg&usg=AFQjCNHopouZEBn6kMI8RAzaAM8l9DUHHQ
http://www.google.com.tr/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CCAQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.who.int%2F&ei=F-vzTebqKcPBtAae-e2UBg&usg=AFQjCNHopouZEBn6kMI8RAzaAM8l9DUHHQ

Yaptigimiz caligmada,
- GBM’li olgularda MGMT metilasyonu ve IDH1 mutasyonunun frekansini

belirleyip, hastalarimiza ait demografik ve histopatolojik bilgilerle buldugumuz

sonuglar arasinda iligki saptayabilmek,

- Tirk toplumunda GBM hastalarmin MGMT metilasyon ve IDH1 mutasyon

frekansin1 hesaplamak ve ortalama sag kalim stirelerini ortaya koyabilmek,

- GBM ig¢in ileride yapilacak ¢alismalara 1s1k tutmak amaglanmuistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Beyin Tiimorleri

Primer beyin tiimorleri modern tibbin en agresif hastaliklarindan biridir. Diger
kanserlerle karsilastirildiklarinda daha nadir goriilmektedirler (65). ABD’de (Amerika
Birlesik Devletleri) yilda 13000 kisi primer beyin tiimoriinden 6ldiigii bildirilmektedir
ve malign beyin timérleri kanser iliskili 6liimler listesinde ilk 10°un igerisinde yer
almaktadir (65). Saglik Bakanligi Kanserle Savas Dairesi 2004-2006 yillar1 arasinda
901 erkek olgunun ve 714 kadin olgunun beyin ve sinir sistemi tiimorii olarak rapor

edildigini bildirmislerdir (83).

Beyin tiimorleri iizerine tanimlayic1 verinin klasik kaynagi Ulusal Kanser
Enstitiisii (NCI) tarafindan desteklenen Go6zetim, Epidemiyoloji ve Son Sonuglar
(SEER) programidir. Bu program Birlesik Devletler niifusunun yaklasik %26’s1
iizerinden popiilasyona dayali kanser verilerini; kanser insidansi ve sag kalim iizerine
ulusal yatkinligr 6lgmek ic¢in toplamakta olup sadece malign tiimorleri icermektedir.
Amerika Beyin Timéri Kayit Merkezi ise (Central Brain Tumor Registry Of The
United States, CBTRUS) hem malign hem de malign olmayan beyin tiimorlerini dahil
etmektedir. 1992 yilinda kurulan CBTRUS, tilkenin en biiyiik primer beyin tiimérlerinin
popiilasyona dayali kayit dairesidir, ondort eyaletteki kanser kayit dairelerinden bilgileri
derlemektedir (11).

Amerikan Kanser Dernegi Birlesik Devletler’de 2005 yilinda malign primer
merkezi sinir sistemi timord tanist alan yaklasik 18500 yeni olgu oldugunu
hesaplamistir. Ayni yil igin, CBTRUS hem malign hem de malign olmayan yeni primer
merkezi sinir sistemi tiimori olgu sayismni yaklasik 43800 olarak hesaplamigtir. 1998-
2002 yillar1 arasinda tiim wklarda, malign beyin tiimdrleri i¢in yillik insidans orani her

100000 kiside 7,4’tiir; ayni insidans orani (7,4/100000 kisi/y1l) primer malign olmayan
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beyin tiimdrleri i¢in de bildirilmistir (11). CBTRUS un 2008 yilinda yayinladigi rapora
gore ise primer beyin timorii (benign ve malign) insidanst yiizbinde 11,4 ve 23,5

arasinda degismektedir.

Saglik Bakanligi Kanserle Savas Dairesi Bagkanligi Epidemiyoloji ve Koruma
Sube Miidiirliigii 2006 yilinda kanser kayitlarinda Oncelik verilecek illeri: Ankara,
Antalya, Samsun, Erzurum, Trabzon, izmir, Edirne, Eskisehir olarak belirlemistir (32).
Saglik Bakanligi Kanserle Savas Dairesi 2004-2006 verilerine gdre beyin ve sinir
sistemi tiimorleri erkeklerde goriilen kanserler arasinda 8. sirada, kadinlarda goriilen
kanserler arasinda ise 10. sirada yer aldigi bildirilmektedir. 2004 yilinda 266 erkek ve
205 kadin olgu, 2005 yilinda 323 erkek ve 242 kadimn olgu, 2006 yilinda ise 312 erkek
ve 267 kadin olguda beyin ve sinir sistemi tiimorii rapor edilmistir (83). Tiirk Tabipler
Birligi 2006 verilerine gore ise Tiirkiye’de beyin tiimorleri tiim kanser olgulari

icerisinde kadinlarda %3.99, erkeklerde ise %3.77 oraninda goriilmektedir (32).

Arastirmalar, yillar i¢inde santral sinir sistemi tiimorlerinin sikliginda hizli bir
artis oldugunu gostermektedir (9,54). Boyle bir sonucun ortaya ¢ikmasinda, kansere
neden olan faktorlerin artmasmin yanmi swra (9) beyin tiimorlerinin tanisini
kolaylastiracak gelismelerin (bilgisayarli tomografi ve manyetik rezonans gibi)

yayginlagsmasinin rol oynayabilecegi belirtilmistir (54,58).

Primer beyin tiimorlerinin 5 yillik sag kalim orani tiim kanser tipleri arasinda
(swrasiyla, pankreas, karaciger, 6zefagus, akciger, mide ve multipl miyelom) 7. sirada ve
en diisiik olamidir (1995-2001 yillar1 arasinda %33). Bes yillik sag kalim oranlar1 ana
hatlar1 ile histolojik subtiplere gore degiskenlik gostermektedir, bu degerlerin anaplastik

astrositoma i¢in %29,4 ve glioblastoma multiforme i¢in %3,3 oldugu bildirilmistir (11).

Malign merkezi sinir sistemi tiimorlerinin insidansinda ¢ok az bir erkek
tistiinliigii vardir (kadinlar i¢in yilda 4,6/100000 kisi, erkeklerde yilda 6,4/100000 kisi).

Buna ragmen, malign olmayan ve malign merkezi sinir sistemi tiimor tipleri birlikte
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degerlendirildiginde, cinsiyetler arasi esitsizlik daha azdir (kadinlar igin yilda
15,1/100000 kisi, erkeklerde yilda 14,5/100000 kisi). Malign beyin tiimdrlerinin
beyazlar ve siyahlar arasindaki insidansi karsilastirildiginda; beyaz ik her iki cinsiyet
icin siyah wka gore daha yiiksek bir insidansa sahiptir. Beyaz erkekler de insidans,
4,0/100000 kisi/y1l iken, siyah erkeklerde bu oran 7,0/100000 kisi/y1l olarak
bildirilmistir. Beyaz kadinlar ve siyah kadinlarda insidans 2,8/100000 kisi/yil’a
5,0/100000 kisi/y1l olarak bildirilmistir (11).

2.2. Beyin Tiimérlerinin Simiflandirilmasi

Santral sinir sistemi tiimorleri belirgin bir ¢esitlilik gostermektedir. Gliniimiizde

simiflama hemen hemen tamamen patolojiye dayanmaktadir.

Merkezi sinir sistemi histolojisiyle ilgili sistematik c¢aligmalara bakildiginda
smiflandirmalar, 20. yiizy1l basinda Cajal ve Hortega, daha sonra Bielschowsky ve
Bodian’m buldugu ve gelistirdigi ndrohistokimya yontemleriyle baslar. i1k yaygm kabul
goren smiflandirma Bailey ve Cushing (1926) ile baslayip, Cox (1933), Kernohan
(1949) ve Ringertz (1950) ile stirmiistiir (59).

Beyin tiimorlerinin bugiinkii siniflamasmin temelini Wirchow atmustir. 1860°da
beynin hiicreleraras1 matriksi olarak norogliay: tariflenmistir. Yine Wirchow tarafindan
tiimorlerin makroskobik ve mikroskobik 6zellikleri arasinda baglanti kurulmasimi

saglamig ve “glioma” tarifinide ilk kez yapmistir (4).

1926 yilinda Bailey tarafindan fibriler astrositik tiimorler; astrositom, astroblastom

ve spongioblastom (Glioblastoma Multiforme) olarak smniflandirilmigtir (59).



Kernohan ve arkadaslar1 1949 yilinda dortlii derece sistemini gelistirmis, Broders
Mayo Klinik de bu siniflandirmay kullanmistir. Iyi diferansiye astrositomlar derece I,
daha selliiler ve anaplastik olanlar derece II, ¢ok anaplastik olanlar derece Ill ve 1V
olarak kabul edilmistir. Derece III ve IV arasindaki ayirici tanida mitotik figiir sayist,
malign astrositlerin yiizdesi, nekroz, vaskiiler proliferasyon ve pleomorfizm dereceleri

gibi histopatolojik parametreler kriter alimmistir (59).

Ringertz 1950’de, astrositik tiimorleri; astrositom, intermediate lezyon ve
glioblastoma multiforme olarak smiflandirmuistir (59). Anaplastik astrositom ve
glioblastoma multiformenin ayirici tanisinda en onemli faktdr nekroz olarak kabul
edilmistir (12).

Daumuos Duport tarafindan 1988’de olusturulan Saint Anne-Mayo sistemi ile
Kernohan’in modeli modifiye edilmistir. Histolojik parametreler; niikleer atipi, mitoz,
endotelyal proliferasyon ve nekrozdur. Her bir kriterin olmasi lezyonun bir sonraki
dereceye atlamasi i¢in yeterlidir (12). Bu ozelliklerden higbirini igermeyen tiimérler
derece I, bir tanesini igerenler derece II, iki 6zelligi igerenler derece III, ti¢ veya dort

ozelligi igerenler ise derece IV olarak kabul edilmistir (20,23).

WHO (World Health Organisation) 1993’de tiimorlerin - smiflandirmasini
yayinlamig ve tiimorleri benignden maligne dogru siniflandirmistir (45). Bu smiflama
histopatolojik 6zellikler kadar yasam siiresi verilerine de dayanmaktadir. Bugiin i¢in en
sik kullanilan sistem ise 1979, 1993, 2000 ve son olarak 2007 yilinda yeniden gézden
gegirilerek diizenlemeler yapilan WHO siniflandirmasidir (Tablo 2.1.) (46, 87).



Tablo 2.1.WHO merkezi sinir sistemi tiimdrlerinin siniflandirmasi, 2007 (60).

1. Noroepitelial doku tiimorleri

Ekstraventrikiiler nérositom

Astrositik Tiumorler

Serebellar liponérositom

Pilositik astrositom

Papiller glionéronal tiimdr

Pilomiksoid astrositom

Paragangliom

Subependimal dev hiicreli astrositom

4. ventrikiiliin glionoral timorii

Pleomorfik ksantoastrositom

Pineal bolge tiimorleri

Diffliz astrositom

Pineositoma

Fibriler astrositom

Pineoblastoma

Gemistositik astrositom

Intermediyer farklilik gdsteren pineal tm

Protoplasmik astrositom

Pineal bolge papiller tiimdrii

Anaplastik astrositom

Embriyonal tiimorler

Glioblastoma

Medulloblastom

Dev hiicreli glioblastom

Desmoplastik/nodiiler medulloblastom

Gliosarkom

Anaplastik medulloblastom

Gliomatosis serebri

Dev hiicreli medulloblastom

Oligodendroglial tiimorler

Primitif néroektodermal timor

Oligodendroglioma

Atipik teratoid/rabdoid timor

Anaplastik oligodendrogliom

Noroblastom

Oligoastrositik tiimorler

Ganglioneuroblastoma

Oligoastrositom

Medulloepitelyom

Anaplastik oligoastrositom

Ependymoblastom

Ependimal tiimérler

2.Kranial ve paraspinal sinir tiimorleri

Subependimoma

Scwannom

Miksopapiller ependimom Norofibrom

Ependimoma Perinérom
Selliiler Malign periferal sinir kilifi tiimdrleri
Papiller 3.Meninkslerin tiimorleri
Clear cell Meningoepitelial hiicre timdorleri
Tanisitik Mezenkimal timorler

Anaplastik ependimom

Primer melanositik lezyonlar

Koroid pleksus tiimorleri

Histogenezi bilinmeyen tiimorler

Koroid pleksus papillomu

4.Lenfoma ve hematopoetik tiimorler

Atipik koroid pleksus papillomu

5.Germ hiicreli tiimorler

Koroid pleksus karsinomu

Germinom

Diger noroepitelial tiimorler

Embriyonal karsinom

Astroblastom

Yolk sak tiimori

3.ventrikiiliin kordoid gliomas1

Koryokarsinom

Angiosentrik glioma

Teratom

Noronal ve miks noronal-glial tiimorler

Mikst germ hiicre tiimorleri

Serebellum displastik gangliositomast

6.Sellar bolge tiimorleri

Desmoplastik infantil astrositom/ Ganglioglioma

Kraniofarengiom

Disembriyoblastik noroepitelyal timor

Graniiler hiicreli timo6r

Gangliositom

Pituisitoma

Ganglioglioma

Adenohipofiz onkositomast

Anaplastik gangliogliom

7.Metastatik tiimorler

Santral n6rositom




2.2.1. WHO Siiflandirmasi

Histolojik derecelendirme ile amagclanan, tiimoriin biyolojik davraniglarmin
onceden kestirilmesini saglamaktir. Klinik uygulamalarda tiimor derecesi secilecek
tedavi seklinin  belirlenmesinde, Ozellikle adjuvan radyoterapi ve  Ozel
kemoterapotiklerin  secilmesinde onem arz etmektedir. WHO’nun timér
siniflandirmasinda derecelendirme, ¢ok cesitli histolojik Ozellige sahip timorlerin

malignansi ol¢titiidiir.

e Derece 1: Diisiik proliferasyon (¢cogalma) potansiyeline sahip ve cerrahi olarak

¢ikarilmasini takiben kiir sans1 bulunan tiimorlerdir.

* Derece 2: Genel olarak infiltratif (yayilma) 6zellikte ve diisiik proliferatif potansiyele
sahip olmasina karsin siklikla tekrarlayan tiimorlerdir. Yiiksek dereceli tiimorlere
doniisme egilimi vardir 6rnegin diisiik dereceli astrositom, anaplastik astrositoma ve

glioblastoma multiformeye doniisebilmektedir.

e Derece 3: Genellikle histolojik olarak malignansi bulgular1 gosteren lezyonlar i¢in
kullanilir (niikleer atipi, aktif bir mitotik aktivite). Cogunlukla derece 3 tiimérlii hastalar

adjuvan radyoterapi ve/veya kemoterapi gormektedirler.

* Derece 4: Sitolojik olarak malign, mitotik olarak aktif, nekroz egilimi olan
neoplazilerdir. Tipik olarak hizli bir preoperatif ve postoperatif hastalik gelisimi s6z

konusudur ve 6liimciil bir seyir gosterirler (89).



2.3. Glioblastoma Multiforme (GBM)

2.3.1. Epidemiyoloji

Glioblastoma multiforme beyin tiimorleri icerisinde en sik rastlanan histolojik
tiptir. Amerika Birlesik Devletleri’ndeki insidansi, yilda 100000 kiside 296 yeni olgu
olarak rapor edilmistir (70).

GBM yetiskinlerde en ¢ok goriiler primer beyin tiimorii olup (68) primer beyin
timorlerinin - %22,6-27’sini, tiim gliomalarin  %50-60’mn1 (22), tim intrakranial

tiimorlerin %12-15’1ni ve astrositik tiimorlerin %50-60"1n1 olusturmaktadir (38, 56, 86).

Her yasta goriilebilir, ancak olgular siklikla 45-75 yas arasindadir. Cocukluk
yaslarinda ise nadir goriilmektedir (36, 68). Erkeklerde, kadinlarla karsilastirildiginda
biraz daha fazla gézlenmektedir (1,59/1). Ortalama tanmi1 yas1 47 ile 61 arasinda
degismektedir (22).

Diinya Saglik Orgiitii ve St. Anne-Mayo siniflamasina gore derece 4 olarak kabul
edilmekte ve histolojik olarak; pleomorfik, belirgin niikleer atipi ve mitotik aktivite
yaninda mikrovaskiiler proliferasyon ve nekroz igermektedir (22, 36). Belirgin

mikrovaskiiler proliferasyon ve/veya nekroz esas tanisal isaretlerdir (38).

Virchow tarafindan 1863 yilinda glioblastoma multiforme glial orjinli timor
olarak belirlenmistir. 1914 yilinda Mallory tarafindan spongioblastoma multiforme
terimi kullanilmugtir. 1929 yilinda Bailey ve Cushing bu terimi glioblastoma multiforme
olarak degistirmistir. Daha ayrintili tanim Ziilch, Russell ve Rubinstein tarafindan
verilmigtir.  Glinlimiizde glioblastom, glioblastoma multiforme ile esanlamh

kullanilmaktadir ~ (46). Isimlendirmedeki “Multiforme’>  klasifikasyondaki
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problemlerden ve tiimor derecelendirmesinden kaynaklanir. Bu tliimorler oldukca
heterojendir (100).

GBM gelisimine neden olan risk faktorii veya faktorleri radyasyon haricinde tam
olarak belli degildir. Ancak genel olarak GBM etkenleri arasinda sigara,
elektromanyetik dalgalar, alerji, viral enfeksiyon (51) ve genetik yatkinlik
gosterilmektedir (9). Ayrica, ailesel bir takim hastaliklarin (nérofibramatozis, tiiberoz
skleroz, Turkot sendromu, Li-Fraumeni sendromu) GBM’le birliktelik gosterdigi
belirtilmistir (1,9).

2.3.2. Molekiiler Patogenez

Glioblastomalar giiniimiizde molekiiler temelde primer ve sekonder olarak iki
subgruba ayrilmaktadir (24). Primer ve sekonder glioblastoma terimi ilk kez 1940
yilinda kullanilmis (46) ve bu ayrimi ilk olarak Alman noropatolojist Hans-Joachim
Scherer yapmustir (70). “Biyolojik ve klinik ag¢idan astrositomlardan gelisen sekonder
glioblastomlar1 primer glioblastomdan ayirt etmek gerekir. Bunlar muhtemelen uzun
klinik siire ile uyumlu glioblastomlardir” diyerek glioblastomalar1 klinik ve

histopatolojik bulgulara gore iki subgruba ayiran ilk kisidir (24).

Popiilasyon seviyesinde primer glioblastoma erkeklerde daha sik gelisirken,
sekonder glioblastoma ise disilerde daha siktir. Primer ve sekonder gliblastoma farkl
hastalik subtiplerini olusturmaktadwr. Kisiler farkli yaslarda etkilenmekte ve farkl
genetik yolaklarla olugmaktadir (70). Primer ve sekonder GBM dokulari arasinda klinik
ve sitogenetik farklilik vardir (86) (Sekil 2.1.).

Vakalarin major grubunu (>%90) primer glioblastoma olusturmakta, hizli ve de
novo gelismekte ve malign prekiirsor lezyonlara gore klinik ve histolojik belirtileri

bulunmamaktadir (70). Genellikle yasl kisilerde (60 yas) gozlenen ve ilk histopatolojik
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incelemede glioblastoma tanis1 konulan timdrlerdir. Hizli gelistikleri i¢in ilk 3 ay i¢inde
Klinik belirti vermekte (24) ve ortalama sag kalim siiresi 4,7 ay olarak bildirilmektedir.
Tek basamak transformasyon onerilmemistir ve diger neoplazmlar gibi birgok genetik
anomali kazanimi sonucu olugsmaktadir. 10q kaybi (%70), EGFR amplifikasyonu
(%36), P16™** delesyonu (%31) ve PTEN mutasyonu (%25) ile karakterize
edilmektedir (70).

Sekonder glioblastoma, disiik grade diffuz astrositoma veya anaplastik
astrositomadan yavas progresyonla gelismektedir (70). Diistik dereceli astrositomlarin
GBM’e doniismesi igin gegmesi gereken siire ortalama 4-5 yildir (48). Sekonder
GBM’in goriilme yasi 30-40’11 yaslardir (24) ve olgularin ortalama sag kalim siiresi 7.8
aydir. Sekonder glioblastoma tanisit klinik veya histolojik bulgu gerektirmektedir.
Genetik temelinde, TP53 mutasyonuna siklikla rastlanmakta ve bu anomalinin erken
donemde saptanabildigi ifade edilmektedir (70,71). Primer ve sekonder GBM,
morfolojik olarak ayrit edilemez, her ikisi de hasta yasi dikkate alinmadiginda koti

prognoza sahiptir (85).

Tim kanserlerde oldugu gibi GBM dokusuna ait tiimor hiicrelerinde de yasam
sinyallerinin aktivasyonunda artis, anjiyogenez, kontrolsiiz ¢ogalma, doku invazyonu
yapabilme ve apoptoza direng gelisimi goriilmektedir (48,85). Bu siiregler normalde
kompleks sinyal yolaklar1 ile regiile edilmektedir. Sinyal yolaklar1 diger bir¢ok
malignansi ile benzerdir, saptanan anomaliler aktive (onkogen) veya patolojik olarak
baskilanan (tiimor silipressor gen) sinyal yolaklarini igermektedir. Biiylime faktorleri,
hormonlar, biiylime faktdr reseptorleri, sinir sistemi hiicrelerinin biliylime ve
farklilasmasindan sorumlu integrinler ve mikrogevre stimulasyonunu (pH, oksijen

seviyesi vs.) icermektedir (14).
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BRAF duplikasyonu/
nokta mutasyonu

Pilositik & strositoma

Primer Glioklastcma

Sekonder Glioblastoma

Sekil 2.1. Astrositik tiimdrlerde molekiiler

arkadaglarindan degistirilerek anlmmustir.) (80).

2.3.2.1. Primer Glioblastoma Multiformedeki Genetik Ozellikler

EGFR amp/overekspresyonu ¥
MET amp/overekspresyonu IDHI veya IDH2 mutasyonu
PDGFRA amp/overekspresyonu
EREB2 mutasyonu / \.
NF1 mutasyonu (119)(ql0:p10)
?fé’f:ﬁ“ﬁ’é?}’?nu IF33mutasyonn 1pve lgq léfybt
PDGFA/FPDGFRA overekspresyonu
PIK3R1mutasyonu Tak
CTMP metilasyonu o kazanim /\
TP53 mutasyonu (<%25) ;hgoaswositoma ¢
P14 ARF delesyonu
MDM2 amp/overekspresonu | 9p kaybs 9p kaybt CDKN2A/B, pl4 ARF
MDM4 amploverekspresyony | CDKN2A/E, pl4 ARF CDKNZA/B, pl4 ARF delesyon/metilasyon
delesyon/metilasyon delesyon/ metilasyonu CDKN2C
CDKNZA/E delesyonu RB! mutasyon/delesyon delesyon/mutasyon
CDK4 amp/overekspresyonu 19¢ kayby RB1 metilasyonu
CDK#6 amp/overekspresyonu 100 kayby
RBEI mutasyonu/delesyonu S—
[Bnaplastik Astrositema

monozomi 10 g
trizomd 7 |
19 kazanim 10¢ kaybs !
200 kazaniny DCC ekspresyon kayhbi :

wveya diger anomaliler |

v

degisim (Riemenschneider

Primer GBM’de epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR), siklin bagimh

kinaz inhibitori 2 (CDKN2A) genlerindeki mutasyonlar ve kromozom 10¢23’te

heterozigosite kaybi en sik saptanan genetik degisikliklerdir. MDM2 proteininin agir1

ekspresyonu, primer GBM’lerin %50’sinden fazlasinda goriilmektedir.

10g23°te meydana gelen heterozigosite kayb1 (LOH) olgularm %60-80’inde meydana

gelmekte ve bu bolgede bir tiimor baskilayici gen olan fosfat ve tensin homolog (PTEN)

geni bulunmaktadir (48).
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EGFR ailesi iiyeleri ve ligandlart merkezi sinir sistemi (MSS) hiicre gogii,
proliferasyonu, farklilasmast ve sag kalimmi igeren MSS gelismesinde ve idamesinde
kritik role sahiptir (14). Primer glioblastoma gelisiminde anahtar bir sinyal ileti
sistemidir (70) ve gliomagenezde merkezi role sahiptir (43). GBM’de EGFR gen
amplifikasyonu (%40-80) ve EGFR overekspresyonu (%10-%60) goriilmektedir (14).
EGFR amplifikasyonu ve overekspresyonu primer GBM’de sik goriiliirken sekonder
GBM’de ise daha nadirdir. EGFR gen amplikasyonu genin yapisal degisiklikleri ile
iliskilidir. EGFR geninin yedi major mutant varyant1 tamimlanmistir, en ¢ok gdzlenen
varyant I11 ( EGFRvIII), de2-7EGFR veya pEGFR olarak da adlandirilmaktadir. Ekzon
2-7°deki delesyon sonucunda EGFRVIII olusur, genomik seviyede anormal transkript
ekspresyonu ve protein meydana gelmektedir. Bu genomik delesyon sonucunda
ekstraseliiler ligand baglama bdlgesinin eksikligine neden olmakta ve reseptor yapisal
olarak otofosforillenmekte, tiimor biiyiimesi, proliferasyonu, migrasyonu ve timor
neovaskiilarizasyonu da artmaktadir. Bu etkilenmis reseptor, kemoterapi direncinden

sorumlu tutulmaktadir (43).

P16™K**/RB1 yolag: primer ve sekonder glioblastomanimn her ikisinde de 6nemli
bir yolaktir. Homozigot P16'™%* delesyonu primer GBM’de sekonder GBM’e gore daha
sik bulunmaktadir. Son TCGA pilot projesinde RB1 sinyal yolagi anomalilerinin %78
goriildigi bildirilmis ve bu anomalileri; P16™** homozigot delesyonu (%52),
P15™NK*® homozigot delesyonu (%47), P18™¥* homozigot delesyonu (%2), CDK4
amplifikasyonu (%18), siklin D2 (CCD2) amplifikasyonu (%2), CDK6 amplifikasyonu
(%1), RB1 mutasyonu veya homozigot delesyonu (%]11) olarak listelemislerdir (70).

2.3.2.2. Sekonder Glioblastoma Multiformedeki Genetik Ozellikler

Sekonder GBM’de platelet kokenli biliylime faktorii reseptoriic A (PDGFRA),
PDGFRA ligand1 ve tiimor baskilayict protein 53 (TP53) genlerinde cesitli genetik
degisiklikler bulunmaktadir. Ayrica, p16™***, pRB1 genlerinde mutasyonlar, siklin
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bagimli kinaz 4/6 (CDK) ve murine double minute 2 (MDM2) genlerinin
amplifikasyonu, kromozom 10 delesyonlar1 sekonder GBM’de saptanmis genetik

degisikliklerdir (85,86).

TP53 yolag1 sekonder glioblastomanin gelisiminde kritik bir rol oynamaktadir.
TP53 geni 17p31.1°de lokalize (70) ve hiicre siklusu, DNA hasarmna hiicresel yanit,
hiicre 6liimii ve hiicre farklilasmasini iceren birgok hiicresel siiregte dnemli rolii olan bir
protein kodlamaktadir (70,71). Sekonder GBM’lerde p53 mutasyonlar1 yiiksek bir
insidansa sahiptir (>%65). Sekonder GBM’lerde mutasyon %57 oraninda 2 hotspot
bolge olan kodon 248 ve 273’de lokalize iken, primer GBM’lerde mutasyonlarin (%10)

tiim ekzonlara esit oranda dagildiklar1 gozlenmektedir (43).

p14”RF ekspresyon kaybi GBM’lerde sik gozlenmekte (%76) ve bu homozigot
delesyonu veya p14“"F promotor metilasyonu ile korelasyon gostermektedir. p14”RF
degisikliklerinin goriilme sikligi primer ve sekonder GBM’de farklilik gostermez, fakat
p14”"F promotor metilasyonu sekonder GBM’lerde daha sik gozlenmektedir (43).

RB LOH veya nokta mutasyonu GBM’de %30-40 siklikta bulunmaktadir (14).
RB1 promotor metilasyonu sekonder GBM’de (% 43) primer GBM’e gore (% 14) daha
sik gézlenmektedir (70).

Glioblastoma progresyonu sirasinda, tiim bu anomalilere ek olarak kromozom 10
kayb1 (70) ve tiimor baskilayict PTEN gen delesyonuda primer ve sekonder GBM’de
saptanan ortak genetik degisikliklerdir. Ancak bu smiflandirmanin kesin sinirlar1 yoktur.
Bu nedenle, her iki tip GBM’de de TP53 mutasyonu ve CDK4 amplifikasyonu gibi
genetik degisikliklere rastlanabilir (85, 86).

10q heterozigosite kaybi primer ve sekonder glioblastomada benzer siklikta,
10g25-qter, gozlenen genetik anomalidir (%60-80) (70). Birgok LOH c¢alismas1 3

benzer lokusun delesyonunu tanimlamistir. 10p14-p15, 10923-24 (PTEN) ve 10q25-
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qter ve bircok tiimor slipressor genin glioblastoma patogenezinde dnemli rol oynadigi

sonucuna vartlmstir (48, 70).

GBM hiicrelerinde saptanan ve canlilig1 tetikleyen diger Onemli yolak
fosfatidilinositol 3 kinaz (PI3K) yolagidir. Cesitli tirozin kinaz reseptdrlerinin (EGFR,
PDGFR gibi) biiyiime faktorleriyle aktivasyonu sonucu PI3K/Protein Kinaz B (PKB,
AKT) yolag:1 aktiflesir ve niikleer faktor xB (NFkB) araciligiyla yasami ve
proliferasyonu diizenleyen genlerin aktivasyonu saglanir. PTEN bu yolagi bloke
edebilir ancak GBM’de saptanan PTEN mutasyonunun bu yolagi inaktive etmedigi
belirtilmektedir. Tirozin kinazlarin aktivasyonu sonucu tetiklenen diger bir yol ise RAS
onkogeni araciligtyla mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK) yolagidir. Bu yolagin
aktivasyonu da, glia hiicresinde yasam ve biliylimeyi kontrol eden genlerin
ekspresyonunu saglayan transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu tetikler. GBM’de
bu sinyallerin aktivasyonuna neden olan tirozin kinaz reseptorlerinde mutasyon

meydana gelmesi sinyal yolaklarinin kontrolsiiz aktivasyonuna neden olmaktadir (48).

LOH 22q sekonder GBM’de (%82) primer GBM’e gore (%41) daha siktir. 22q
delesyonu primer GBM’de 2 delesyonlu bolge ile karakterize edilmektedir, bunlar
22q12.3 ve 22q13.31°dir (70).

Kromozom 19q’daki LOH siklikla oligodendrogliomda (%70) gozlenirken, diisiik
dereceli astrositomlarmm, AA (Anaplastik Astrositom) ve GBM’e doniistimiinde rol
aldig1 da distiniilmektedir. Kromozom 19q da LOH; diffiiz astrositomda ~ %15, AA’da
~ %45 ve sekonder GBM’de %54 gozlenirken, primer GBM’de ancak %6 diizeyinde
gozlenmistir. Bu da, 19q da olan LOH’un diisiik dereceli astrositomlarm malign

formlara doniistimiinde rol aldigin1 gostermektedir (24).

Sitogenetik yap1 bakimindan GBM olduk¢a karigiktir. Sayisal ve yapisal
kromozomal anomaliler sik goriilmektedir. Translokasyonlardan t(15;19) ve t(10;19),

kayiplardan 9p, 10p, 10q, 13q, 17p ve 19q bolglerindeki kayiplar sik saptanan
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kromozomal anomalilerdir. GBM’de genel olarak kromozomal kayiplarin, kromozomal

kazanimlardan daha fazla oldugu belirtilmektedir (24).

2008’de 22 glioblastoma multiforme Orneginde yapilan genis capli genom
analizinde daha once tanimlanmamis (66) ve hiicreyi oksidatif strese karsi korumada
gorevli izositrat dehidrogenaz 1 (IDH1) geninde c¢esitli mutasyonlarm var oldugu

tanimlanmustir (48).

2.3.3. IDH1

IDH1 genindeki mutasyon ilk olarak Sjoblom ve arkadaslar1 tarafindan 2006
yilinda kolorektal kanserde tanimlanmistir. Daha sonra ise 2008 yilinda tiim genom
mutasyon analizleri ile Parsons ve arkadaglar1 tarafindan glioblastomalarda

tanimlanmistir (77).

Kanserlerde elde edilen veriler anormal metabolizmanm karsinogenezde 6nemli
bir rol iistlendigini gostermektedir (77). John Hopkins ve Duke Universitesinde yapilan
ve yeni ufuklar agan ¢alismada, primer ve sekonder glioblastoma olgularinda 20000’den
fazla gen sekanslanmis ve bir¢ok gende mutasyon oldugunu ortaya ¢ikarilmistir. Bu
genler arasinda siirpriz olarak metabolizma ile iliskili izositrat dehidrogenaz 1 (IDH1)
geninin de mutant oldugu bulunmus ve metabolik genlerdeki mutasyon glioblastomada

ilk kez rapor edilmistir (77).

Insan genomu 3 farkli IDH enzimi (IDH1, IDH2, IDH3) kodlayan 5 IDH genine
sahip olup bunlar; IDH1, IDH2, IDH3A, IDH3B ve IDH3G genleridir. IDH1 sitoplazma
ve peroksizomda, IDH2 ve IDH3 ise mitokondri de lokalizedir. IDH’lar izositratin a-
ketoglutarata (a-KG) oksidatif dekarboksilasyonunu ve NAD(P)"'nn NAD(P)H’a

indirgenmesini katalizlemektedir (47, 55).
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IDH’lar hiicresel metabolizmada 6nemli role sahiptir. IDH1 lipid metabolizmasi
ve glikoz toleransinda, IDH2 oksidatif solunumun regiilasyonunda ve IDH3
trikarboksilik asit (TCA) siklusunda aerobik enerji iiretiminde gorev almaktadir.
Normal hiicresel metabolizmadaki rollerine ek olarak oksidatif hasara hiicresel yanitta

rol oynamaktadirlar (55).

Yabanil tip IDHI1 a-ketoglutaratin NADPH’a oksidatif dekarboksilasyonunu
katalizlemektedir. IDH1 mutasyonu timor spesifiktir ve ¢esitli glioma tiplerinde
ozellikle histolojik olarak smiflandirilmis diisik derece gliomalar ve sekonder
glioblastomalarda, akut myeloid I6semi (8), B-akut lenfoblastik l6semi, kolerektal
kanser ve prostat karsinomunda, en son galismalarda tiroid kanseri ve folikiiler tiroid

kanserinde iki yeni homozigot IDH1 mutasyonu tespit edilmistir (55).

IDHI’in mutasyon profili; evrimsel olarak korunmus tek rezidiytli
etkilemektedir (arjinin R132), arjinin izoenzimin substrat baglanma bdlgesinde
lokalizedir (8), diger IDH mutasyonlar1 R132V (%0.1) harig¢, komsu baz degisimi
sonucunda arjininin sisteine (%4.7), glisine (%2.1), serine (%1.7) ve 16sine (%0.8)
dontigebilmektedir. %90°dan fazla IDH1 mutasyonu R132H seklindedir (47). Neredeyse
rapor edilen tiim olgulardaki mutasyon heterozigottur ve inaktive edici degisiklikler
cergeve kaymasi, delesyon ve non-sense mutasyonlar bu genlerde tanimlanmamistir
(78). Genetik perspektif agisindan IDH1 mutasyonunun fonksiyon kazandirma
(onkogenlerdeki gibi) 6zelliginde oldugu bildirilmektedir (8).

2.3.3.1. IDH1 mutasyonunun fonksiyonel 6zellikleri

Mutasyon IDH1’in standart enzimatik aktivitesini inaktive etmektedir. Sonugcta
IDH1 mutant oldugu zaman o-ketoglutarat seviyesi yariya inmektedir. Sitoplazmadaki
a-ketoglutarat HIF-la‘nin  oksijen bagimli degredasyonunu baglatmaktadir. o-

ketoglutarat‘in sitoplazmadaki seviyesinin azalmasi HIF-la‘nin seviyesinin artmasina
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ve HIF-1o ve HIF-1B’y1 iceren HIF-1 heterodimerinin transkripsiyonel aktivite icin

nukleusa taginmasina neden olmaktadir (8).

HIF-1 disiik oksijen basincina adaptasyonda anahtar role sahip olmakla birlikte
anjiyogenezi, hiicre motilitesi, invazyon ve enerji metabolizmasini diizenleyen genlerin

transkripsiyonunu da indiiklemektedir (8).

Tiimorlerde IDH1 R132 mutasyonu NADPH iiretimini etkilemekte, NADPH
detoksifikasyon prosesi ve oksijen radikallerinin temizlenmesinde onemli role sahip

olup kanser hiicrelerini kemoterapi ve radyoterapi sirasindaki stresten korumaktadir (8).

Niikleik asit sentezinde, IDH1 pentoz fosfataz yolaginda elektron alicis1 NADP+
ile rekabet etmektedir. IDH1’in overekspresyonu sonucunda reaktif oksijen tiirlerine,
bunun yani sira radyasyona karst koruma artarken, IDH1 inhibisyonu sonucunda
hassasiyet artmaktadir. IDH1 mutasyonlar1 hiicresel go¢ ve hipoksiye hiicresel yanitta
rol oynamaktadir. Ornegin, sistolik IDHI inhibisyonu glioma hiicrelerinin gdgiinii
tesvik eden laktatin tiretimini artirdigi rapor edilmistir (47). IDH1 mutasyonunun tiimor

biiyiimesi ve anjiyogenezi artirdig1 one siiriilmektedir (93).

IDH1 ve IDH2 mutasyonlarinin kesfinden bugiine, mutasyonlarin kanserdeki
fonksiyonel 6nemi sir olarak kalmistir. Mutasyonun IDH1’de fonksiyon kaybina neden
oldugu rapor edilmis ve HIF-lo diizeyinin mutasyonlu tiimorlerde mutasyon
olmayanlara gore yiiksek seviyede oldugunu dolayisi ile bu genin tiimor siipressor gen
oldugu sonucuna varilmistir. Fakat IDH1 mutasyonlu tiimdrlerde tek bir metabolit, 2-
hidroksiglutarat (2-HG), yiiksek seviyede bulunmustur. Bu verilere gore in-vivo
birikkmis 2-HG gliomalarin malign progresyonuna ve formasyonuna katkida
bulunmaktadir. Mutant IDH’in metabolitleri; a-KG, NADPH, 2-HG ve HIF-1o’dir (55,
78).
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2.3.3.1.1. a-Ketoglutarat

IDH1 mutasyonu enzimin substrata olan afinitesini bozmakta ve yabanil tip
IDHI’in normal fonksiyonu olan izositrati o-KG’a ¢evirmesini inhibe etmektedir.
Mutasyon sonucu inaktif katalitik heterodimer formasyonu olugmakta ve isositrattan o-
ketoglutarat doniisiimii inhibe olmaktadir. ileri calismalar mutasyona ugramis IDH1 ve
IDH2‘nin NADPH‘den NADP doniisiimii esnasinda a-ketoglutarattan D-2-HG’in
diisiisiine neden oldugu belirtilmistir (55,107).

2.3.3.1.2. NADPH

NADPH iiretimi apoptozisin baskilanmas1 ve hiicreye biiyiime ve hayatta kalma
avantaji saglamakla baglantilidir. NADPH glutatyon sentezi i¢in de gereklidir,
glutatyon hiicreleri redoks stresten korumakta ve apoptozise karsi dayanikliligi
artirmaktadir. Ayrica sitozolik NADPH membran iligkili NADPH oksidaz i¢in substrat,
ayni zamanda tirozin fosfataz proteinini inhibe eden hidrojen peroksit tiretmektedir.
Dolayisiyla kinaz aktivasyonunu, bununla birlikte otonom hiicre sagkalimi ve mitojenik
sinyal sistemini kolaylastrmada yer alir. Bu siiregte IDHI1 ve daha az oranda IDH2
hiicresel NADPH’in 6nemli bir bolimiinii saglamaktadirlar. Glioblastomada total
NADPH iiretim kapasitesinin %65’i IDH aktivitesi ile saglanmakta ve IDH1 R132
mutasyonunun olusmasi ile bu kapasite %38’lere inmektedir. Dolayis1 ile IDHI
mutasyonu NADPH iiretimi i¢cin engel teskil etmektedir. Mutant IDH 11 gliomalardaki
NADPH seviyesi hala bir soru olarak ileri ¢aligmalarla desteklenmeyi beklemektdir
(55).
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2.3.3.1.3. 2-Hidroksi Glutarat

2-HG’m normal metabolik rolii tam olarak anlasilamamistir. 2-HG NADPH
bagimli a-KG indirgenmesinin direkt lriiniidiir. Genel olarak a-KG rediiktaz enzimi
icin spesifik olup 2-HG dehidrogenaz ile tekrar a-KG’a oksidize edilmektedir. IDH1
R132 ve IDH2 R172 mutasyonlar1 ile yeni enzimatik aktivite kazanimi sonucu
gliomalarda 2-HG iiretimi goriilmekte ve NADPH’a bagl a-KG rediiksiyonunun direk
irtinii 2-HG olusmaktadir. Deneyler IDH1 mutasyonlu kanserli hiicrelerin kanserli
olmayanlara gore 2-HG seviyesinin 100 kat daha fazla oldugunu gostermistir. Kanserli
hiicrelerde biriken bu metabolit 2-HG 2 enantiomer olarak var olmaktadir. 1-2 HG ve
D-2-HG (biri digerinin ayna izdistiimiidiir) her ikisinin de ilgili enzim ile doniistimii
hiicreler i¢cin defektifdir. 2-HG enantiomerlerinin klinik a¢idan degerlendirilmesi sonucu
patolojik olarak L-2-HG birikimi progresif néronal defektler ve gliomalari i¢eren beyin
timorleri igin artmus riske neden oldugu sonucuna varilmistir (55). Beyinde 2-HG
artmas1 sonucu ROS (Reaktif oksijen tiirleri) seviyesinde artis olmakta bu da potansiyel
olarak kanser gelisimi riskinde de artisa neden olmaktadir. 2-HG hiicreler i¢in toksik
olup bunu glutamat ve o-KG kullanan enzimlerin inhibisyonunu yaparak
gerceklestirmektedir (27,54). 2-HG, dioksigenazlar olarak bilinen histon demetilaz
ailesinde gorev almakta ve metil gruplarmmi histonlar iizerinden ¢ikararak gen
ekspresyonunu diizenlemektedir. 2-HG tim6r mikro-gevresinde ve mitokondri
hasarinda rol almaktadir. Boylelikle yeniden hiicre programlanmasina ve hiicreleri
anaerobik glikolizise girmeye zorlamaktadir (Warburg Etkisi). Bir¢ok kanser hiicresinde
enerji, baskin olarak sitozolde aerobik glikozis ile firetilir. Normal hiicreler ise
mitokondride piruvatin oksidasyonu ile bunu gerceklestirir. Metabolizmadaki bu

degisim kanserin temel nedenidir (47,55).

2.3.3.1.4. Hipoksi ile indiiklenebilir Faktor (HIF-1a)

HIF, disiik oksijen seviyelerinde aktif hale gegen ana regiilator genlerden biridir

ve glikoz metabolizmasi, anjiyogenez, hiicre hareketinde, invazyon ve timor
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biiyiimesinde kritik rolii olan sinyal yolaklar1 ile iligkili genlerin ekspresyonunu
diizenlemektedir (55) (Sekil 2.2).

PDH (Prolyl hydroxylase) a-KG’1 HIF-lo degradasyonu igin substrat olarak
kullanmaktadir. TCA (Tri karboksilik asit) siklusunun diger iki enziminin aktivitesinin
kaybi, suksinat dehidregenaz (SDH) veya fumarat hidrataz (FH), timorogenezi suksinat
veya fumarati artirarak saglamaktadir. Bu substratlar a-KG’in kosubstrati ile PHD’i
inhibe etmekte ve HIF transkripsiyon faktorii aktivasyonuna ve HIF-1a seviyesinin
artmasina neden olmaktadirlar (Sekil 2.3). Deneylerde IDH1 mutasyonlu gliomalarda,
mutasyonsuz olanlara gore HIF-1a diizeyi daha yiliksek olarak gozlenmis ve yliksek

diizeydeki HIF-1a transkripsiyonel aktivite i¢in niikleusa tasimnmaktadir (55).

[zositrat [zositrat
o Miutant IDHI
IDH] enmitni —
EG
e l:t.—KG azaJJ.r ? E-HG tiretj]j.r

| 1

hag timitnl
0-KG bagumds e & o-KG bagmub enzimlerin

bloklanmas
HIF degradasyonu, tormal 1
gen ekspresyong, ¥ Timbt Bliyimesi 7

Sekil 2.2. Normal ve kanser hiicresinde izositrat metabolizmas1 (Garber  ve
arkadaglarindan degistirilerek alimmistir.) (28).
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Mutant IDH’lar o-KG’1 kullanarak diisiik hiicresel seviyeye ve bdylece PHD
inaktivasyonuna yol acabilirler. Alternatif olarak, 2-HG mutant IDH’lar tarafindan
tiretilmekte, PHD’lar enzimin a-KG baglanma bolgesini igsgal ederek inhibe etmek igin

yarigmaktadirlar (55).

Metabolik reaksiyonlar IDH ailesi tarafindan katalizlenmektedir. IDH1
peroksizom ve sitoplazmada izositratin a-KG’a NADP+ bagimli dekarboksilasyonunu
katalizlemekte, IDH2 aymi reaksiyonu mitokondride gergeklestirmektedir.
Mitokondriyal bélmede heterotetramerik IDH3 izositratin a-KG’a ¢evrilmesini NADP+
bagimli olarak katalizlemektedir. IDH1 ve IDH2’deki mutasyonlar bu enzimlerin o-
KG’in 2-HG’a gevirme yetenegini azaltarak etki etmektedir. Bu iki metabolit arasindaki
kimyasal benzerligin temeli, IDH1 ve IDH2 mutasyonlarini barindiran tiimorlerde a-KG
bagimli enzimlerin aktivitesi ile 2HG’in seviyesinin yiikseltilmesini miimkiin

kilmaktadir (18, 107).
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Sekil 2.3. TCA dongiisii ve IDH genleri. TCA siklusundaki enzimler mitokondride ve
mutant IDH sitozolde gosterilmistir. Mutant IDH tarafindan 2HG nasil tretildigi HIF-1a
birikimi araciligi ile PHD (prolyl hidroksilaz) inhibisyonunun kanser gelisimini etkilemesi
sematik olarak gosterilmistir. Kisaltmalar: FH, fumarat hidrataz; SDH, suksinat dehidrogenaz;
PHD, prolyl hidroksilaz; GLS, glutaminaz; GDH, glutamat dehidrogenaz; G6P glikoz 6-
phosphat (Dang ve arkadaglarindan degistirilerek alinmustir.)(18).

2.3.3.2. Mutasyon Sikhg1

IDH1 mutasyonu neredeyse tiim glioma subtiplerinde, primer glioblastoma harig,
%350’den %80’¢ degisen oranda gozlenmektedir. IDH1 diffiiz astrositoma ve anaplastik
astrositomada ortak olan birka¢ genden biridir. IDH1 mutaSyonunun prevelansi primer

glioblastomalarda (%5) sekonder glioblastomalara (%75) oranla daha azdw. IDH1
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mutasyonu diffiiz astrositoma ve anaplastik astrositomada benzer oranda gozlenirken

pilositik astrositomada nadir gézlenmektedir (47).

2.3.3.3. Diger genetik degisiklikler ile iliskisi

Hiicre siklusunu diizenleyen p53 timor siipressor geninin kodladigi p53 timor
proteini (TP53), apoptoz, DNA tamir, genom stabilitesi ve bu yolaktaki mutasyonlar
kanser gelisimine neden olmaktadir. TP53 mutasyonlar1 astrositoma gelisiminde erken
gozlenen degisikliklerden olup evre Il ve [ll astrositomalar ve sekonder
glioblastomalarda ortak g6zlenen bir anomalidir. Yapilan ¢alismalarda IDH1 mutasyonu
ile TP53 mutasyonu arasinda korelasyon oldugu gosterilmis ancak bu durumu
istatistiksel olarak anlamli bulmayan ¢aligmalarda vardir. 1p/19q kodelesyonu,
oligodendroglial tiimorlerde siklikla gézlenmektedir. Genis bir seriyi baz alan bir
caligmada ise tiim tiimorlerde 1p/19q kodelesyonu ve mutant IDH1 veya IDH2 geni

birarada bulunmustur (55).

0O-6-metilguanin-DNA  metiltransferaz  (MGMT), kemoterapotik ajanlarmn
indiikledigi alkil lezyonlarinin ¢ikarilmasinda goérev alan bir DNA tamir enzimidir.
Metillenmesi sonucunda MGMT proteininin azalmis ekspresyonu ile DNA tamir
aktivitesi de azalmaya baslamakta ve temozolomid gibi alkile edici ajanlara karsi
hassasiyet artmaktadir. 404 glioblastomadan olusan bir seride IDH1 mutasyonunun
1p/19q kodelesyonu ve MGMT metilasyonu ile arasinda siki bir iligki oldugu
bulunmustur (55, 84).

Bu genetik degisiklikler yiiksek derece timor progresyonu sirasinda olmaktadir.
Disekte edilen birgok biyopside IDHI mutasyonunun TP53 veya 1p/19q
kodelesyonundan 6nce meydana geldigi saptanmis ve bu yiizden IDH1 mutasyonunun
gliomagenezin ¢ok erken evrelerinde oldugu ve ortak bir glial prekiirsor hiicre

populasyonundan etkilenilmis olunabilecegi diistiniilmektedir (55).
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2.3.3.4. Yas ile iliskisi

IDH1 ve IDH2 mutasyonlar1 ¢ocuklar harig geng¢ kisilerde sik gozlenmektedir.
IDH1 mutasyonu genellikle geng¢ GBM’li kisilerde meydana gelmekte ve mutant
IDH1’1i kisilerin ortalama yas1 33 iken, yabanil tip IDH1’li kisilerde ortalama yas 53 (P
<0.001) olarak rapor edilmis ve mutasyonlu Kisilerin mutasyon tasimayanlara gore
daha geng olduklari ifade edilmistir (55, 73).

IDH1 mutasyonunun yas ile iliskisi yiiksek maligniteye sahip kisilerde daha sik
goriilmekte, fakat bunun dogru olup olmadigmi anlamak i¢in daha fazla galismaya
ihtiya¢ vardir. IDH1 ve IDH2 mutasyonu nadir olarak pediatrik glioblastomalarda tespit
edilmis ve mutant IDH1 ve IDH2’li ¢ocuklarin mutasyon tasimayan c¢ocuklara gore
yasca daha biiyiik oldugu belirtilmistir (Normal IDH1 ve IDH2’li ¢ocuklarda ortalama
yas 16 iken, mutant IDH1 ve IDH2’li ¢ocuklarda ortalama yas 7) (55).

2.3.3.5. Prognoz ile iliskisi

Bugiine kadar sadece iki molekiiler aberasyonun klinik 6nemi prospektif klinik
caligmalarla ortaya konmustur. 1p/19q kodelesyonu radyoterapi veya radyoterapi ile
kemoterapi alan oligodendroglial tiimérlerde ve oligoastrositik ve anaplastik

gliomalarda iyi prognoz ile iliskilendirilmistir (55).

MGMT promotor hipermetilasyonu nitroziire veya temozolamid gibi alkile edici
ajanlarla tedavi edilmis glioblastomali kisilerde uzun progresyonsuz sag kalim (PFS) ve

genel sag kalim (OS) ile iligkilendirilmistir (25, 33, 35).

Sonuglanan analizlerin verilerine gore IDH1 ve IDH2 mutasyonlu gliomal: kisiler
mutasyonsuzlara gore daha uzun siire hayatta kalmakta ve IDH1 mutasyonu

gliomalarda yeni prognostik marker olarak degerlendirilmektedir (54, 55, 73, 105).
26



2.3.3.6. Arastirma ve klinik uygulamaya faydasi

IDH gen profilinin belirlenmesi 6liimciil kanser gruplarinin klinik degerlendirmesi
icin bir kilavuz gorevi gormektedir. Bir¢ok tiimor tipi i¢in kurtarici bir prognostik
faktordiir. Bu nedenle IDH1 ve IDH2’nin mutasyonel durumu klinik-preklinik
calismalarin  dizayn1 i¢in gelecekte kullanilabilecektir (55). Onkogenik sinyal
molekiillerine zit olarak metabolik enzimin aktif bolgesi muhtemelen sorumlu hedeftir.
IDH1 ve IDH2 mutasyonlar1 kanser gelisiminde diger genetik degisikliklerden erken
meydana gelmekte ve goreceli olarak farklilasmamis hiicrelerden meydan gelen
kanserlerde bulunmaktadir. Bunun temelinde bu mutasyonlarin hiicresel farklilasmanin
bloklanmasina aracilik ettigi, karsinogeneze yol actig1 yoniinde spekiilasyonlar vardir.
Eger bunlar dogruysa, tedavi stratejilerinin hedefi hiicre faklilasma yolagini modiile

etmek ve bu kanserlerde tedaviyi saglamak olacaktir (78).

IDH1 ve IDH2 mutasyon calismalar1 halen tamamlanmamis ve tartismali
olmasina ragmen, caligmalar diagnostik ve terdpatik uygulamalara 1sik tutmaktadir.
IDH1 ve IDH2 mutasyonlarinin tek bir amino asit lokalizasyonuna sahip olmasi, bu
genetik degisimin diagnostik amagclar i¢in kullanimini kolaylastirir. IDH1 ve IDH2
mutasyonlar1 glioma patogenezinde ve spesifik glioma alt tiplerinin tanimlanmasinda
merkezi bir rol almaktadir. IDH1 mutasyonu iyi prognoz igin kuvvetli bir gosterge olup
sekonder glioblastomayr primer glioblastomadan aywrt etmek igin spesifik bir
biyomarkerdir. Bu durum histopatolojik analiz i¢in materyalin yetersiz oldugu olgular

i¢in yararli olabilir (55).

2.3.4. Glioblastoma Multiforme ve DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, DNA’y1 dogrudan etkileyen epigenetik bir mekanizmadir.
DNA metilasyonu, embriyogenez ve genomik baskilanma, yaslanma, X kromozomunun

transkripsiyonel inaktivasyonu, kanser gibi biyolojik siire¢lerde 6nemlidir (10). DNA
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metilasyonunun, kanser siirecine Onemli katki sagladigi gozlenmistir. TUmor
hiicrelerinde hipometilasyon, genomun tekrarlayan bolgelerinden metilasyonun kaybina
ve genlerin yeniden aktivasyonuna neden olur. Genomik metilasyonun kaybi, kanserde
stk ve erken goézlenen bir olaydir. Bu kayip pek ¢ok tiimdr gesitinde metastatik
potansiyel ve hastaligin siddeti ile iligkilidir (30,82). Promotor bolgelerinde hatali
sitozin birimlerinin hipermetilasyonu ise, timdr supressor genlerin transkripsiyonel
sessizlesmesine, gen ekspresyonunda degisiklife ve DNA tamir genlerinin
inaktivasyonuna neden olmaktadir (10,19). Bu iki 6zellikte timor hiicresinin geligimi

icin biiyiik bir avantaj kazandirmaktadir.

Kanserde, DNA hipermetilasyonuna ugrayan sayisiz gen bildirilmistir. Bu genler,
hiicre dongiisiinii diizenleyen genler (p16™<*? p15™<* Rb, p14”"F), DNA tamir
mekanizmas: ile iligkili olan genler (BRCAl, MGMT), apoptoz genleri (DAPK,
TMS1), ilag direnci, detoksifikasyon, farklilagsma, anjiyogenez ve metastazla ilgili

genlerdir (19).

GBM’de de birgok genin epigenetik olarak inaktivasyonu saptanmistir. GBM’in
sag kalim yolaginda disregiilasyona neden olan carboxyl-terminal modilatér protein
(CTMP) geni (76) ve PTEN promotor metilasyonu; hiicre siklusu gibi hiicresel
fonksiyonlarda anahtar rolii olan p16™ *?, p15™%** genleri hipermetile olmaktadir. Ayn1
zamanda tiimor stipressor genler; RB1, VHL, EMP3, RASSF1A, BLU (62), BEX1 ve
BEX2 (76), DNA tamiri ve genom biitiinligii ile ilgili genler MGMT ve MLHL1; timér
invazyonu ve apoptozis ile ilgili genler DAPK, TIMP3, CDH1, PCDH-gamma-All ve
TMS1/ASC*da da hipermetilasyon goriilmektedir (62).

2.3.4.1. MGMT

Gida, ilag, kozmetik, tekstil ve daha birgok sanayi iiriinii ile birlikte hayatimiza

giren ¢esitli kimyasal maddelerin kansere yol actig1 uzun siiredir bilinmektedir. Bu
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kimyasallarin en 6nemli gruplarindan biri olan alkilleyici maddeler niikleik asitlerle ve
diger hiicresel molekiillerle etkileserek onlara alkil grubu aktarirlar. Transfer edilen alkil

gruplar1 hiicrenin biyolojik etkilerini degistirmektedirler (21).

Alkilleyici maddeler DNA iizerinde cesitli bolgelerle etkilesebilirler. Ozellikle
DNA bazlarinin halka tizerindeki azot atomlar1, halka yapisindaki oksijen atomlar1 ve
niikleotidler arasindaki fosfatlarm 5°-3° fosfodiester baginda yer almayan oksijen

atomlar1 DNA {izerinde en fazla alkillenen bolgelerdir (21).

Alkilleyici ajanlar ultraviyole radyasyona benzeyen bir DNA hasarna (genellikle
DNA’ daki O6-G (Guanin), O4-T (Timin) ve O2-T pozisyonlar1) neden olurlar. Bu
ajanlar tarafindan degistirilen bazlar Oncelikle piirinler olup olusan iiriin spektrumu
kullanilan ajana bagli olarak cesitlilik gostermektedir. Memeli hiicrelerinde bu gibi
yanlis kodlanan alkilasyon lezyonlarini diizeltmek amaciyla DNA tamir mekanizmalari
bulunmaktadir. Bu iirlinlerin en mutajenik olani, modifiye edilen zincir duplike oldugu
zaman sitozin yerine timin ile eslesme olasiligi en yiiksek olan 0°-MeG (06-
metilguanin)’dir (94). DNA polimeraz O° MeG’ni yeni sentezlenen kolda sitozin veya
timin ile eslestirir. Eger 0°® MeG timin ile eslesirse G:C — A:T transisyon mutasyonu
ortaya cikacaktrr (21). O°MeG, reaktif hiicresel Kkatabolitler tarafindan kiiciik

miktarlarda endojen olarak tiretilir (94).

Memeli hiicrelerinde, alkilasyonun ve oksidatif DNA hasarmin tamiri i¢in
kullanilan direkt mekanizma, DNA tamir proteini olan ve DNA’daki alkil gruplarini

uzaklastiran MGMT’yi (O6-Metilguanin-DNA metiltransferaz) igermektedir.

Insan hiicreleri sadece bir tip MGMT igerir ve bu MGMT geni 5 ekzon ve 1 intron
icermektedir. Yaklasik 145 bp uzunlugunda ve 10q26°da lokalizedir. Bu gen 866
niikleotidlik bir mRNA, bu ise 207 amino asit iceren 24kDa’lik bir protein
kodlamaktadir. MGMT nispeten stabil bir proteindir, yarilanma 6mrii 24 saatten
uzundur (42).
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MGMT’nin DNA’da tamir edilecek bolgeyi nasil tespit ettigi tam olarak
bilinmemektedir. Genel olarak, alkil eklentisinin DNA’da yapisal bir degisiklige yol
act1ig1 ve bunun da taninmaya yardimci oldugu belirtilmektedir (92). Ayrica, bu konuya
iliskin sunulan bazi Oneriler de bulunmaktadir. Bunlardan ilki, MGMT’nin DNA
boyunca hareket ettigi ve yapisal olarak disa dogru ¢ikint1 yapmis O6-MeG’yi saptadigi
yoniindedir. Diger bir 6neri de MGMT nin Watson-Crick modeli disinda kalan ve stabil
olmayan baz c¢iftlerini tanidigidir. Bu tamir mekanizmasinda, MGMT nin dizi spesifik
baglanma i¢in heliks-turn-heliks yapistyla DNA’nin major oluguyla etkilesime gectigi
belirtilmektedir. Bu etkilesimin ardindan MGMT DNA’nin min6r oluguna baglanmakta
ve alkilasyon alanindaki alkil grubu, MGMT proteinin aktif bolgesinin 145.
pozisyonunda yer alan sistein aminoasidi tizerine tasinmaktadir (61,91). MGMT
proteinin 145. pozisyonunda ki sistein amino asidinin bulundugu bdlge evrimsel agidan
korunmus bir bolgedir (91). MGMT’ nin O6-MeG ile etkilesiminin ardindan olusan
alkillenen formu tekrar tamir enzimi olarak fonksiyon goremez. Ciinkii alkillenen
MGMT ubikuitinlenir ve ardindan ubikuitin/proteozomal sistem araciligiyla parcalanir.
MGMT proteini, kendisinin parcalanmasiyla sonuglanan fonksiyonu nedeniyle “intihar
eden” enzim olarak tamimlanir (26, 39, 91). Bir MGMT molekiilii sadece bir alkil
eklentisi tamir edebilir, dolayisi ile hiicrelerin tamir kapasitesi toplam MGMT molekiil
sayisina baglidir (41). Hiicre igerisinde, MGMT aracili tamirin devamui i¢in yeni MGMT
proteinleri sentezlenir. MGMT nin aktivitesi substrattaki yapisal degisikliklere ve
MGMT miktarma baghdir. Hiicre ne kadar ¢cok MGMT sentezlerse tamir orani o
diizeyde fazla olur. MGMT tamir hiz1 alkil grubunun cesidine gore degismektedir.
Molekiiler biiyiikliigii nedeniyle metil (CH3) eklentilerini etil (C2H5) ve propil (C3H7)

eklentilerine gére daha hizli tamir etmektedir (41).

MGMT bir takim O6zellikleri nedeniyle diger tamir enzimlerinden farklidir. Bu

Ozelliklerti;

a) Herhangi bir protein veya kofaktor olmadan tek basina etki gosterir;
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b) Alkil grubunu proteinin internal sistein rezidiiellerine transfer eder, trasnferaz

ve alkil grup akseptorii olarak rol oynar;

¢) Guaninden alkil grubunu aldiktan sonra inaktiflesir, intihar proteinidir;

d) Sitokiyometrik bir tamir siirecini kontrol eder. Bu o&zellikler MGMT yi ilag
direncinde 6nemli bir faktér ve ilag direncinin biyokimyasal modiilasyonunda

ideal hedef yapmaktadir (57).

MGMT molekiilii, sitotoksik alkilleyici bilesiklere maruz kalan hiicrelerde alkil
eklentilerini kendi lzerindeki sistein amino asidine transfer ederek alkilasyonun
mutajenik etkisini ortadan kaldirmaktadir (Sekil 2.4.)(26,42). Boylece, MGMT,
monofonksiyonel alkilleyici ajanlarmm sebep oldugu DNA hasarmi tamir ederek bu
molekiillere karsi gelisen direng mekanizmalarindan birini olusturmaktadir (61). Bu
tamir mekanizmas1 saglikli hiicreleri alkilasyon ajanlarinin sitotoksik etkilerinden
korurken kanser hiicrelerinde de alkilasyon ajanlarinin tedavi etkilerine karsi direng
gelismesine neden olmaktadir (2,41). Alkilleyiciler tarafindan olusturulan O6 DNA
cklentileri ve Ozellikle guaninin O6 pozisyonundan alkilasyonu, transisyon

mutasyonlarinin olusmasina ve kanserin indiiklenmesine neden olmaktadir (Sekil 2.5.)
(61).

Sente= Driegredasyon
TWIGNAT LAGKIT

Sekil 2.4. DNA metilasyonu ardindan, metil grubun O°-metilguanozinden MGMT nin

aktif bolgesine transfer edilmesi (Kaina ve arkadaslarindan degistirilerek alinmustir.)
(42).
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Sekil 2.5. MGMT tamiri ve transisyon mutasyonunun olusumu a. MGMT nin
metilasyon ile sessizlestirilmesi sonucu transisyon mutasyonu olusumu, b. MGMT,
hiicresel genomu alkilleyici ajanlarin mutajenik etkilerinden korumasi (Jacinto ve
arkadaglarindan degistirilerek alinmistir.) (39).

MGMT’nin aktivitesi gesitli normal ve tiimoér dokularinda (beyin, kolon, over,
testis ve meme) tanimlanmustir. Normal dokularda MGMT ekspresyonu doku ve hiicre-
tipine gore regilile olmaktadir. Tiimor dokularinda ekspresyonu oldukg¢a degiskenlik
gostermektedir. Kolon kanseri, pankreatik karsinoma ve akciger kanserinde yiiksek
seviyede MGMT aktivitesi varken, beyin timorleri ve malign melonomada diisiik

MGMT aktivitesi gézlenmektedir (42).

MGMT aktivitesi tiimdrde onu ¢evreleyen normal dokulara gore daha yiiksektir.
Over kanserinde MGMT ekspresyonu smiflandrma ve evrelendirme ile
iliskilendirilmis, glioblastomalarda ise rekkiirrens aktivitesinde artis oldugu
gozlenmistir (42). Malign gliomalarda MGMT, kemoterapotik ajanlarin indiikledigi
alkil lezyonlarmin ¢ikarilmasinda gorev almakta ve metillenmesi sonucunda MGMT

proteininin azalmis ekspresyonu, DNA tamir aktivitesinde azalmaya ve nitroziire ve
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temozolomid gibi alkile edici ajanlara kars1 hassasiyet artmaktadir (55). Bu 6zelliginden

dolayr da gliomali kisilerde °‘kemosensitivite sensor’’ii olarak da adlandirilmaktadir

(50).

Glioblastomalarm yarisinda MGMT Kkonsantrasyonu azalmistir, bu sayede
tiimorler temozolomid etkisine karsi duyarl hale gelmektedir. Kanserlerde MGMT geni
mutasyon veya delesyona ugramaz, MGMT fonksiyon kayb1 spesifik olarak promotor
bolge metilasyonu ile olmaktadir (75). MGMT ekspresyonundaki azalmada etkili olan

esas mekanizma MGMT promotor metilasyonudur (40).

MGMT’nin hipermetilasyon ile epigenetik olarak sessizlestirilmesi primer
glioblastomalarda % 40, sekonder glioblastomalarda ise % 70’den fazladir. MGMT
promotor metilasyonu diffuz ve anaplastik astrositomalarin yarisinda, oligodendroglial

ve mix tiimorlerin tigte ikisinde bulunmaktadir (66,79).

Glioblastomali kisilerde MGMT promotor metilasyon analizi genis prospektif
klinik ¢alisma gerektirmekte ve kombine radyo/kemoterapi tedavisi ile metile MGMT
promotoru olan tiimorlii kigsiler MGMT promotor metilasyonu olmayanlara goére daha
uzun yasamaktadir. MGMT hipermetilasyonu net olarak glioblastoma multiformede
nitroziire ile alkile kemoterapiye, temozolamid veya her ikisinin kombinasyonuna

yanitta prediktif bir marker oldugu tanimlanmistir (66).

2.4. Yiiksek Coziiniirliiklii Erime Egrisi Analiz (HRM) Yo6ntemi

HRM (High Resolution Melting Curve) analizi, real-time PCR’nin kullanima
girmesi ile birlikte 1997°de gelistirilen bir yontemdir. Mutasyon taramasi ve
genotiplendirme basta olmak ilizere genetik haritalama, asosiyasyon caligmalari, aday
gen taramasi, DNA metilasyon analizi gibi birgok calismada kullanilabilmektedir.
Uygulamasi kolay ve hizli bir yontemdir (53,74). Yontemi uygularken, standart PCR
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bilesenlerine ve ¢ift zincirli DNA’nin varliginda floresan sinyal veren boyalara ihtiyag
duyulmaktadwr. Ciinkii bu boyalarin yardimiyla DNA denatiirasyonu takip
edilebilmektedir. Artan sicakliga karsilik, ¢ift zincirli DNA’nin tek zincirli DNA’ya
ayrilmasi ile floresan sinyal siddetinde azalma meydana gelmektedir. Florometrik
cihazlar, sicaklik artigima bagl olarak degisen bu sinyal siddetini goriintiileyecek sekilde
tasarlanmistir. HRM’nin giicii, cihazin sicaklik kontroliine, sicaklik ve floresan
Ol¢timiine, floresan boyalara ve PCR iirliniiniin safligma baghdir. Cihazin sozii edilen
faktorlerden kaynaklanan yiiksek c¢oziiniirliik kapasitesi, hassas 0l¢lim saglamaktadir.
Hassas 6l¢iim, artan her 0,1-1,0 derece (°C) sicakligin neden oldugu floresan sinyal
siddeti degisiminin kayit edilebildigini ifade etmektedir. Bu durum, DNA

denatiirasyonunun ¢ok iyi takip edildiginin bir gostergesidir (53).

HRM analizinin diger gen tarama yoOntemlerine gore c¢esitli avantajlar
bulunmaktadir. Yontem, “kapali tiip sistemi” olarak adlandirilmaktadir (74). Bunun
temel nedeni, PCR’nin tamamlanmasindan sonra, HRM’nin PCR ile aym tiipte
gergeklestirilmesidir. Bu durum, kismi otomasyon yarattigi i¢in kolaylik saglamaktadir.
PCR fiiriinlerinden gelebilecek laboratuar kontaminasyon riskini ve analiz siliresini
azaltmaktadir. Ciinkii HRM icin veri eldesi ve analizi PCR’den sonra 10-15 dk i¢inde
gerceklesmektedir. Veri eldesi, 2 sn’deki 0,1-1,0°C sicaklik artigina karsilik olusan
floresan sinyal siddeti degisiminin Olgiilmesi ile elde edilir. Artan her 0,1°C i¢in dlgiim

alinabilmektedir. Bu nedenle ¢oziiniirlik yiiksektir (53).

HRM analizinde, ¢ift zincirli DNA’y1 tek zincirli DNA’dan floresan sinyal
siddetindeki degisimle ayirt etmemize olanak veren boyalara ihtiya¢ duyulmaktadir
(53). HRM analizi i¢in SYBR Green gibi ikinci nesil boyalar, LC Green, Eva Green ve
SYTO9 adi verilen tigiincii nesil boyalar kullanilmaktadir (53).
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2.4.1. DNA’ min Tm derecesi

DNA, birbirine 3°-5’ fosfodiester baglariyla bagli dort deoksiniikleotidin meydana
getirdigi iki komplementer niikleik asit zincirinden olusan ¢ift zincirli bir molekiildiir.
Iki zincir birbirine adenin (A) ve timin (T) arasindaki iki (A=T), guanin (G) ile sitozin
(C) arasindaki tic (G=C) hidrojen bagi ile baglanmaktadir. Hidrojen baglarmi kiran
fiziksel ve kimyasal etkenlerle DNA ¢ift zinciri denatiirasyona ugrayabilmektedir. DNA
¢ift zincirinin %50’sinin birbirinden ayrilmasi i¢in gerekli olan sicaklik derecesi, DNA
“Tm derecesi” olarak tanimlanmaktadir. DNA ¢ift zincirinin tamamen agilmasina ise

“denatiirasyon” denmektedir (53).

DNA boyutu ve GC igerigi, DNA’nmn kararliligimm1 belirleyen en Onemli
faktorlerdir. DNA’nin denatiirasyon sicakligi, kararliligima bagli oldugu i¢in bu
faktorlerden etkilenmektedir. GC arasindaki hidrojen bagi sayisi AT arasindakinden
fazla oldugu i¢cin, GC’den zengin bir DNA’nin Tm derecesi, AT den zengin DNA’nin
Tm derecesinden yiiksektir. Bagka bir ifadeyle, GC igeriginin fazla olmasi DNA’nin
denatiirasyon sicakligini1 ve kararliligimi arttirmaktadir. DNA baz dizisinde meydana
gelen degisiklikler, DNA ¢ift sarmalinin kararliligin1 degistirir. Bu durumdan, DNA Tm
derecesi de etkilenmektedir. DNA’daki mutasyona, metilasyona bagli olarak normal

DNA dizisine gére Tm derecesi artabilmekte ya da azalabilmektedir (53).

2.4.2. MS-HRM

MS-HRM (Methylation Sensitive High Resolution Melting Curve) ilk olarak 2007
yilinda tanimlanmistir. Bu metod HRM’i temel almakta (106) ve ¢ift zincirli DNA’ya
baglanabilme yetenegine sahip floresan boyalar kullanilmaktadir (101). Metilasyon
spesifik HRM protokoliinde metilasyon profili bilinmeyen 6rnek DNA’nin bisiilfit
modifikasyonunun ardindan, metile ve unmetile alleller arasindaki Tm farkliliklarindan
faydalanilarak anormal DNA metilasyonu saptanabilmektedir (106). Erime real-time
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PCR cihazinda gergeklestirilerek yiiksek ¢oziiniirliiklii erime goriintiilenir ve HRM
analizi i¢in gelistirilmis yazilim kullanilir. Erime basamag: sirasinda, ¢ift zincirli DNA
tek zincirli DNA’ya denatiire olur ve boya tek zincirli DNA’dan ayrilirak floresan isima

durur. Floresanin azalmasi erime egrisi olarak 6lgiiliir ve kayit edilir (102,103).

MS-HRM lokus spesifik DNA metilasyonunu saptamaya uygun bir teknik olup
bisiilfit ile modifiye edilmis ilgili bolgenin hem metile hem unmetile primerlar ile PCR
amplifikasyonunu icermektedir. Bu yontemde PCR reaksiyonun ardindan analiz
amplikonunun metile veya unmetile template DNA’dan orijin almasina gore yapilir.
Metilasyonun derecesini belirlemek i¢in metile ve unmetile DNA’lardan olusan kontrol
setleri kullanilir (52). Yiiksek sensitiviteli ve hizli galisilabilen bir yontemdir (102).
Unmetile DNA arka planindaki %1’lik metile DNA’y1 saptayabilmektedir (52).

2.4.3. Bisiilfit Modifikasyon

Bisiilfit modifikasyonu, genomda bulunan tiim metile ve metile olmayan CpG
adalarin1 saptamak i¢in kullanilir. Sodyum bisiilfit, tek iplik DNA’da lokalize olan
sitozini deamine eder. Bu reaksiyonda DNA, dnce denatiirasyon ile tek zincirli forma
gecer. Ardindan sirasiyla; sitozinin bisiilfit reaksiyonu ile sitozin siilfonata, hidrolitik
deaminasyon ile urasil siilfonata ve alkali desiilfonasyon ile urasile doniisimi
gerceklesir. Boylece tliim sitozinler urasile doniisilir, ancak “metile sitozin”, sitozin
olarak kalir. DNA’daki metilasyon durumu en iyi sekilde sodyum bisiilfit kullanilarak
tespit edilebilir (Sekil 2.6.).
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Sekil 2.6. Bisiilfit Modifikasyon (Weller ve arkadaslarindan degistirilerek alinmistir.)
(98).

2.5. Dizi Analizi Yontemi

DNA dizi analizi, gen yapis1 ve genetik kontrol mekanizmalar1 hakkinda bir¢ok
bilgi edinmemizi saglamistir. Temel olarak DNA dizilenmesi konusunda iki teknik

vardir: Bunlar Maxam-Gilbert ve Sanger yontemleridir.

Maxam-Gilbert’in kimyasal kirllma yontemi: Bu yontemde floresan veya
baska bir yontemle isaretlenmis bir DNA bolgesi belli bir baza spesifik kimyasal
reaksiyonlarla parcalanarak fragmanlara ayrilir. Her spesifik reaksiyon i¢in ayri bir

kuyu kullanilarak poliakrilamit jelde ylriitiiliir ve goriintiilenerek baz dizisi belirlenir.

Sanger-Coulson’un zincir sonlanma yoéntemi: Bu yontemde in-vitro ortamda
DNA sentezi sirasinda sentezi durdurucu ddNTP molekiillerinin ortama eklenmesi ile
sentezin durdurulmasi amaclanir. ddNTP’ler normalde DNA sentezi sirasinda zincirin
uzamas! igin bag saglayan 3 oksijen molekiiliine sahip degildir. Isaretli primerler veya
ddNTPler varliginda DNA dizisi 4 farkli reaksiyon yapilarak (her reaksiyon i¢in bir
ddNTP) poliakrilamit jelde veya her ddNTP(ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) farkh
floresan boyalarla isaretlenerek otomotik kapiler elektroforez sistemlerinde biitiin baz

dizisi elde edilebilir (63).
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Deneysel olarak DNA’nin dizilenmesi dort asamadan olusur:

1. PCR: Dizi spesifik primerler, DNA polimeraz enzimi ve serbest niikleotitler
varliginda in vitro ortamda dizilenecek bolge smirlandirilir ve milyonlarca kez
cogaltilir. Reaksiyonun gergeklestigi 1s1 dongiileyici aletin uygulayacagi program,

calisilan bolgenin 6zelliklerine gore ayarlanmaktadir.

2. PCR sonrasi piirifikasyon: PCR sonrasi ortamda bazi artik {irtinler (primer artiklari,
dNTPs ve enzim) bulunabilir. Bunlar sonraki asamalar i¢in problem
olusturabileceginden ortamdan uzaklastirilmas: gerekmektedir. Islem sonunda saf halde

cift sarmalli PCR {iriinii elde edilir.

3. Dongii dizileme: Dongii dizileme durdurucu niikleotitlerin (ddNTPs) eklenmesi i¢in
yapilan asimetrik bir PCR’dir. Standart PCR’dan farkli olarak tek bir primer ve
durdurucu niikleotitler ortama eklenir ve rutin denatlirasyon, baglanma ve uzama
asamalar1 ile floresan isaretli ddNTPs baglanmasi saglanir. Boylece otomatik dizi

analizi sisteminin okumasi i¢in hazir fragmanlar olusturulmus olur.

4. Dongii dizileme iiriinlerinin piirifikasyonu ve otomatik dizi analizi sistemine
yiiklenmesi: Dongii dizileme sonrasi ortamda artiklar bulunmaktadir. Bu artiklar
otomatik dizi analizi sisteminde sorun olusturacagi i¢in temizlenmesi gerekmektedir. Bu
islem i¢i standart olarak sodyum asetat-alkol yontemi kullanilabilir. Ancak daha hizli ve
verimli sonug verebilen ticari olarak tiretilmis sefadeks igeren spin-kolonlar1 kullanmak
da miimkiindiir. Bu temizleme isleminin ardindan iiriinler otomatik dizi analizi cihazma
yiiklenerek floresan isaretli fragmanlarin bir kamera yardimi ile okunmasi ve bir

program ile analizi sonucu DNA dizisi elde edilir (63).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢alismada GBM tanist almis 40 olgunun IDH1 gen mutasyonu ve MGMT
gen metilasyon paternleri agisindan degerlendirilmesi, klinopatolojik 6zelliklerle
karsilagtirilmas1 amaglanmistir. IDH1 geni dizi analizi ile ve MGMT gen metilasyon
paterni Methylation Sensitive High Resolution Melting Curve (MS-HRM) teknigi
kullanilarak degerlendirilmistir. Bulgular, olgularin klinik ve histopatolojik 6zellikleri

ile karsilastirimastir.

3.1. Gerecler

Calismada molekiiler yontemlerde kullanilan gerecler ve kimyasal malzemeler

asagida liste halinde verilmistir.

3.1.1. Materyal se¢cimi

Yaptigimiz ¢alismaya Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Norosirurji  Anabilim Dali’'na basvuran ve Patoloji Anabilim Dali tarafindan
histopatolojik olarak incelenerek “Glioblastoma Multiforme” tanisi alan 40 olgu dahil
edilmistir. Calismamiz Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dali Molekiiler Genetik laboratuarinda gerceklestirilmistir. Olgulara ait
dokular ESOGU Nérosirurji Anabilim Dali’nca operasyon esnasinda alman

numunelerden olugsmaktadir.
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3.1.2. Kullanilan gerecler

Mikro Pipet takimi ve uglar1 (2—20-100—-1000 pl) (Gilson)

Ependorf Tiipi (1,5 ml lik)
PCR tiipleri (Strip tiipii ve kapagi, 0.2 ml) (Perkin Elmer)

Kapakl1 santrifiij tiipleri (1,5 ml)

Calkalamali su banyosu (Niive)

Mikrosantrifiij (Eppendorf)

Vorteks (Heidolph)

Deep-freeze (Argelik)

Buzdolabi (Argelik)

Manga Pure Compact DNA Ekstraksiyon Robotu (Roche)

Spektrofotometre (NanoDrop)

Thermal cycler (Gold 96 Well GenAmp PCR System 9700 ABI PRISM)

Real-time PCR System (LightCycler480 Roche)

LightCycler 480 Multiwell Plate 96, colorless (50 plates/kutu) (Roche)

Kapiller Elektroforez Cihazi (ABI Prizm 3130)
3130 icin 96 Well Plate Septa

3130 i¢in 96’ ik well reaction plate
3130x3100 series plate base 96 well
3130x3100 series plate retainer 96 well

Jel goriintiileme ve dokiimantasyon sistemi (Gene Genius)
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Elektroforez aleti (Consort E844)

Mikrodalga firm (Argelik)

3.1.3. Kullanilan kimyasal malzemeler

Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PBS)

Doku Pargalayict Tampon (MagNA Pure DNA Tissue Lysis Buffer)

Proteinase K, Recombinanat, PCR grade (100mg liyofilize) (Roche)

DNA Ekstraksiyon Kiti (MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I- Large
Volume) (Roche)

EpiTect Bisiilfit (48) modifikasyon Kiti

CpGenome Universal Methylated DNA (10ug / 100ul)

CpGenome Universal Unmethylated DNA (5upg / 50ul)X 2 vials (Millipore-Chemicon
® International

LightCycler ® 480 High Resolution Melting Master kiti (Sml / 500 reaksiyon) (Roche)

dNTP seti (Fermentas)

MgCI; (PCR igin) (Fermentas)

10XPCR buffer (Fermentas)

Taq DNA polimeraz (Fermentas)

Distile Su

Molekiiler Weight Marker (Promega, GibcoBRL)
6X Jel ylikleme tamponu (Sigma)

Agaroz ( Sigma)
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Etidyum Bromid (Sigma)

ExoSAP-IT® PCR clean-up buffer (USB/ Affymetrix)
BigDye® Terminator V3.1 Cycle Sequencing kit
Performans Optimize Edici Polimer 4 (POP4 TM) (ABI)

DyeEx (Qiagen)

3.2. Yontemler
GBM tanist alip ¢alismaya dahil edilen tiim olgularin tiimér dokularmdan elde

edilen DNA o6rneklerinde; dizi analizi yontemi ile IDH1 mutasyonu taranmis ve MS-
HRM yontemi ile MGMT metilasyon paterni belirlenmistir.

3.2.1. Magna Pure Compact DNA ekstraksiyon robotu ile dokudan DNA elde etme

protokolii

1. Patoloji Anabilim Dali tarafindan GBM tiimér tanis1 konmus ve timor igeren
bolgelerden alinan doku 6rneginden 4-5 mm’lik kesitler almir ve petri kab1 igerisine
konulur.gjh

2. Petri kabina aktarilan tiimor 6rneginin tizerine 2 ml PBS eklenerek 2 kez yikanir.
(PBS: 500 ml distile su i¢ine 4g NaCl, 0.1g KCl, 0.57g Na2HPO4.2H20, 0.1g
KH2PO4 eklenerek olusturulan tampon solusyonu)

3. Alman doku pargalar1 petri kabinda mekanik olarak bistiiri ile kiyilarak parcalanir.

4. Doku pargast 1,5 ml‘lik ependorf tiiptine aktarilir.
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5. Uzerine 200pul MagNA Pure DNA Tissue Lysis Buffer + 20 ul Proteinaz K
konularak vorteks yapilir ve Proteinaz K aktivitesi icin 56°C‘de alkalamal su
banyosunda iki saat bekletilir.

6. Tipler her yarim saatte bir su banyosundan alimarak homojenizasyon igin

vortekslenir.

7. Siire sonunda homojenize sivi haline gelmis dokularin tizerine 280 pul PBS
eklenerek total volume 500 pl olacak sekilde Magna Pure Compact DNA

Ekstraksiyon Robotu’na uygun ekstraksiyon protokolii ayarlanarak ytiklenir.

8. Elde edilen DNA ornekleri %]1’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek
goriintiilendi ve DNA orneklerinin safligt OD260/280 orani kullanilarak nanogram

cinsinden spektrofotometrede 6lgiilmiistiir (Sekil 3.1.).

Robotik sistem; proteinaz K, yikama soliisyonlar1 ve DNA’y1 tutmak igin
manyetik pargaciklarin ve pipetaj i¢in bos kuyucuklarm bulundugu bir kartus sistemidir.
Pipet uclarmin yerlestirilmesi igin tip trayler, 6rnek ve eliisyon tiipleri i¢in bir rak
bulunmaktadir. Robotik sisteme kartus ve tip trayler yerlestirilip 6rnek ve eliisyon
tiipleri koyulduktan sonra biitiin islemleri otomatik gerceklestirmektedir. Islem yaklasik
25 dakika stirmekte ve elde edilen DNA 6rnekleri dizi analizi ve bistilfit modifikasyonu

yapilmak iizere -20 °C’de saklanmistr.
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Sekil 3.1. Ornek DNA’lara ait %1°lik agaroz jel goriintiisii (Soldan sira ile 123 bp’lik

marker ve olgulara ait 3 DNA 6rnegi)

3.2.2. Bisiilfit modifikasyon

Elde edilen DNA iiriinlerinin bisiilfit modifikasyonu islemi i¢in Epitect ®
Bisulfite Kit (48) (Qiagen) kullanilmistir.

1. Modifiye edilecek DNA iiriinleri - 20 °C’den ¢ikarilarak ¢oziinmeye birakilir.

2. Bisilfit karisim ¢ikarilarak her tiip (8 6rnek modifiye etmek iizere hazirlanan
kit icerigi) igerisine 800 ul RNase free su eklenir ve 5 dakika vortekslenerek

karistirilir.

3. Bisiilfit modifikasyon islemi i¢in Ornek DNA’lar “EpiTect Bisiilfite

Handbook” kullanim kilavuzunda belirtilen “Sodium Bisiilfite Conversion of
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Unmethylated Cytosines in DNA from Low-Concentration Solutions”

protokulii dogrultusunda asagidaki sekilde hazirlanir:

DNA soliisyonu (1-500 ng) Degisken* (maximum 40 pl)
RNase-free water Degisken*

Bisulfit Mix 85 ul

DNA Protect Buffer 15l

Total volum 140 pl

Bisiilfit Modifikasyon I¢in Termal Cycler Kosullar::

Islem Sicakhik Siire
(°0) (dakika)
Denatiirasyon 95°C 5 dk.
Inkiibasyon 60°C 25 dk.
Denatiirasyon 95°C 5 dk.
Inkiibasyon 60°C 85 dk.
Denatiirasyon 95°C 5 dk.
Inkiibasyon 60°C 175dk.
20°C 0

Bisiilfit Modifiye DNAnin Temizlenmesi:

1. Bisiilfit reaksiyonun ardindan PCR tiiplerindeki iiriinler yikanarak temizlenme

asamalarina gecilmek tlizere 1,5 ml santrifiij tiipiine aktarilir.
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. Uzerine taze hazirlanmis 10 pg/ml tasiyict (carrier) RNA igeren 560 ul Buffer
BL eklenir. Vortekslenir ve Epitect Spin kolonlara aktarilarak maksimum hizda
1 dakika santrifiij edilir.

. Spin kolon yeni bir ependorfa aktarilir ve lizerine 500 ul Buffer BW eklenerek

maksimum hizda 1 dakika santrifiij edilir.

. Spin kolon yeni bir ependorfa aktarilir ve iizerine 500 ul Buffer BD eklenerek 15
dakika oda 1sisinda inkiibasyona birakilir, ardindan maksimum hizda 1 dakika

santriftij edilir.

. Spin kolon yeni bir ependorfa aktarilir ve {izerine 500 ul Buffer BW eklenerek
maksimum hizda 1 dakika santrifiij edilir, bu islem 2 kez tekrarlanur.
. Spin kolon yeni bir ependorfa aktarilir ve {izerine bir sey eklenmeden tekrar

santrifiij edilir.

. Spin tiipleri temiz epandorf tiiplerine almarak daha 6nce 56—60 ° C sicakliga
getirilmis olan 1sitic1 blok iizerine agizlar1 agik olarak birakilmistir. 5 dakika

inkiibe edilerek kalan sivilarin buharlasarak uzaklastirilmasi saglanmaistir.

. Spin Kkolon yeni bir ependorfa aktarilir ve spin tiiplere iki kere 40 ul EB buffer
eklenerek 80 pl toplam hacimli doniistiiriilmiis tiriin elde edilmistir. Her 6rnege
iki kere bisiilfit modifikasyon islemi uygulanarak toplam 160 pl iiriinle HRM

metilasyon agsamasina geg¢ilmistir.

. Spin kolon atilarak modifiye DNA -20°C’de MS-HRM analizi yapilana kadar

saklanir.
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- HRM asamasinda kullanilacak olan pozitif/metile kontrol 6rnegi CpGenome
™(Universal Methylated DNA (Millipore-Chemicon® International) ve negatif/unmetile
kontrol 6rnegi CpGenome™Universal Unmethylated DNA (Millipore-Chemicon®

International) bu asamada modifiye edilmistir.

3.2.3. Modifiye orneklerin MS-HRM analizine hazirlanmasi

Bu asamadaki islemler LightCycler®480 real time PCR (Roche) cihazinda
uygulanmistir. MGMT promotor metilasyonu analizi i¢in bisiilfit modifiye edilmis
DNA orneklerinden LightCycler®480 High Resolution Melting Master kullanim

kilavuzunda belirtildigi sekilde bir karisim hazirlanir:

Su, PCR-grade (vial 2) 3ul
Primer-probe mix 10% conc. 2 ul

LightCycler® 480 Probes Master, 2x conc. (vial 1) 10 pl

Toplam volum 15 pl

LightCycler Probe Master Mix kullanim kilavuzunda belirtildigi sekilde reaksiyon

programu real-time PCR cihazna girilir:
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Program

Program Ismi Diingii Says Analiz Mod u

Pr- Inkiibasyon 1 Hore

Lraplifikasyon 45 Kantifikasyon

Sogumma 1 Hore

Hedef Isa

'c Acqguisition mode Hold Ramp Rate Acqguisition

(hh: nan:s5) " Cig) Cy
Pre-inkithasyon
Q5 Mone 00:05:00- 4.4 -
00:10:00

Amp lifilcasyon

o5 Mone 00:00:10 4.4 -
Prirner Bagiml Mone 00:00:15- 22 -

00:00:30

72 Single 00:00:01 4.4 -

Soguma

40 Mone 00:00:10 1.5 -

3.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

IDH1 genini ¢ogaltmak i¢in uygulanan PCR reaksiyonlari, 50 ul toplam

hacimde, 4 pul DNA 6rnegi kullanilarak ve asagida belirtilen PCR karigimi hazirlanarak
gerceklestirilir:
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Kalip DNA 4 ul

10x reaksiyon tamponu Sul

2.5 mM dNTP S5ul

25 mM MgCl12 3ul

Ileri primer 1 ul (10 pmol)

Ters primer 1 ul (10 pmol)

sdH20 30.4 ul

Taq DNA polimeraz 0.6 pl (3 iinite)

Toplam : 50 pl PCR reaksiyon karigimi

Hazirlanan  Ornekler DNA ¢ift zincirinin  acgilmasi, olas1  proteaz
kontaminasyonunun onlenmesi ve ekzoniikleaz aktivitesinin ortadan kaldirilmasi i¢in
95°C'de 7 dakika denatiire edilir. Daha sonra sicaklik, kullanilan primer ¢iftleri i¢in

uygun programlama yapilarak gergeklestirilir:

94 °C 45 saniye
60 °C 45 saniye 32 dongii
72 °C 45 saniye

En sonunda 72 °C de 10 dakika tutularak iiriiniin arttirilmasi saglanr.
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3.2.4.1. Amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi ile incelenmesi

=

6 gram agaroz tartilip beher iginde 1XTBE soliisyonu ile 300 ml’ye
tamamlanir ve mikrodalga firinda %100’lik giicten %10’luk giice kadar

kademeli olarak azaltilarak berrak bir goriintii elde edilene kadar kaynatilir.

Agaroz jele, 0.5 pg/ml olacak sekilde hazirlanan etidyum bromiir ¢ozeltisi
ilave edilir (15ul).

DNA yiikleme kuyucuklari olusturmak amaciyla elektroforez jel dokme
tablasina tarak yerlestirilir ve ¢ozelti yaklasik 50-60°C ye kadar sogutulduktan

sonra jel tablasina dokiiliir.

30 dakika jelin polimerlesmesi igin beklenir. Jel polimerlestikten sonra
tizerine, iyon hareketini saglamak i¢in kullanilan 1XxTBE (Tris-Borik asit-

EDTA) tamponu ilave edilir.

121 gr Tris (1M), 61.7 gr borik asit (1M) ve 7.44 gr EDTA( 20mM) tartilirak,
1000 ml distile su igerisinde karistirict yardimu ile ¢oziindiiriilerek 20x TBE

Stok Soliisyonu hazirlanir.

Amplifikasyon iirlinlerinden alman 6 pl DNA 6rnegi, 2 pl yiikleme tamponu
ile karistirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklenir ve 75 V’luk elektrik akimi

verilir.

Boyanan jel, UV lambasi altinda gdzlemlenerek, reaksiyon sonucu olusan

PCR bantlar1 incelenir.

PCR iirlinleri %2’lik agaroz jelde ytiriitiilerek amplifikasyonunun basarili olup

olmadig1 kontrol edilmistir (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. IDH1 ekzon 4 bdlgesinin amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel elektroforez

goruntisi (Sol Basta 123bp’lik marker ve sonrasinda olgulara ait PCR fiiriinleri)

3.2.4.2. PCR iiriiniiniin saflastirilmasi

1. PCR iiriiniinden 5 pl almarak ayr1 PCR tiipleri (strip) i¢ine konulur. Uzerine
2 ul ExoSAP-IT eklenir.

2. Toplam miktar1 7 pl olan karigim thermal cycler cihazinda;

37°C 15 dakika
80°C 15 dakika inkiibasyona birakilir.

3. 30 dakikalik siire sonunda saflastirilan iriinler cycle-sequencing igin uygun

duruma gelmis olur.
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3.2.4.3. Otomatik DNA Dizi Analizi

Saflagtirilmis olan PCR firiinlerinin otomatik DNA dizi analizi reaksiyonu,
BigDye® Terminator V3.1 DNA dizi analizi kitinin belirttigi dogrultuda asagida

belirtilen sekilde hazirlanir:

Sekans Karigimi:

Big Dye® reaksiyon karigimi (V3.1): 4ul
Primer (10 pmol/ul): 1pl
PCR {iriinii: 2ul
sdH20: 3ul
Toplam: 10ul

BigDye® Cycle Sequencing PCR Reaksiyon Programa:

96°C 10 saniye
50°C 5 saniye 35 dongii
60°C 4dakika

3.2.4.4. Sekans reaksiyonu sonrasi piirifikasyon

Sekans reaksiyonunun otomatik sekans aletinin kapiler elektroforez sisteminde
yiiriitiilmesinden dnce son bir saflastirma islemi daha yapilir. Sekans sonrasi saflastirma

islemi, asagidaki basamaklar takip edilerek gerceklestirilir:
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Thermal cycler i¢inden ¢ikan drnekler DyeEx protokoliine tabi tutulur.

1. DyeEx tiiplerinin kapaklar1 45°C agilarak hafif¢e vorteks yapilir ve altindaki

emniyet cubugu kirilarak toplama tiiplerine yerlestirilir.

2. 3000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilerek numaralandirilmis ependorflara aktarilir.

3. DyeEx tiiplerinin kapaklar1 agilarak iizerine cycle sequencing Triinlerinin

tamamu jeli delmeyecek sekilde dyex tiiplerine aktarilir.

4. 4000 rpm’de 4 dakika santrifiij edilerek ependorfta toplanan 6rnekler ABI 3130

cihaz tiiplerine aktarilir ve cihaza yiiklenir.

3.3. istatistiksel Analizler

Genetik degisimler (mutasyon), epigenetik degisimler (metilasyon) ve hasta yasi
arasindaki iliski Ki-kare ve T-testi kullanilarak degerlendirildi. Olgularin sag kalim
stireleri Kaplan-Meier metodu (Log-Rank Test) kullanilarak degerlendirildi. Tim
testlerde istatiksel anlamlilik P<0.05 olarak alindi. Analizler "Statistical Package for the

Social Services" (SPSS) yazilim programina tagmarak yapildi.
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4. BULGULAR

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Norosirurji Anabilim Dali
tarafindan opere edilen ve Patoloji Anabilim Dali tarafindan histopatolojik olarak
incelenerek “Glioblastoma Multiforme” tanisi alan 40 olgunun tiimér Ornekleri
calismaya alinmigtir. Olgulara ait tlimoér dokularimdan robot araciligi ile DNA 6rnekleri
elde edilmistir. Elde edilen DNA 6rneklerden MGMT promotor metilasyonu MS-HRM,
IDH1 mutasyonu da dizi analizi yontemi ile incelenmistir. Olgularin yaslari,
cinsiyetleri, histopatolojik bilgileri, sag kalim siireleri ve tedavi bilgileri hasta

dosyalarindan ve Norosirurji Anabilim Dali’ndan temin edilmistir.

Calismamizda MGMT geninin promotor metilasyonu MS-HRM yontemi ile
caligtlmistir. Calismada Real-time PCR Sistemine (LightCycler480 Roche) yiiklenen
ornekler, reaksiyon sonrasinda “Tm Calling”, “Gene Scanning” ve ‘“Difference Plot”
yazilim programi ile Kkarsilastirilarak incelenmistir. Her ti¢ programda da benzer
sonuglar elde edilmistir. Bulgularin sunulmasinda Tm Calling esas alinmistir. Olgulara
iligkin PCR iiriinlerinin erime sicaklik egrileri metile olmayanin metile olana oranmin
bilindigi kontrol PCR iiriinlerinin erime sicaklik egrileri karsilastirilmistir. Elde edilen
metile ve unmetile kontrol DNA pikleri hasta DNA’lar1 ile karsilastirilarak her 6rnegin

metilasyon paterni belirlenmistir.
IDH1 mutasyonu dizi analizi yontemi ile ABI Prizm 3130 cihazinda ¢aligilmustir.

Analiz sonrasinda elde edilen Sonuglar NCBI insan genomik veri tabani ile

karsilastirilmis ve BioEdit V5 yazilim programu ile degerlendirilmistir.
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4.1. Arastirma Grubu Bireylerinin Demografik Ozellikleri

Aragtirma grubumuza dahil edilen hastalarin 14’4 kadin, 26’s1 erkek olup
kadmlarin yas ortalamasi 51,71 + 3,98, erkeklerin yas ortalamas1 58,07 + 2,71 olarak
saptanmustir. Hastalarin yas dagilimlar: Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Hastalarin yas gruplarma gore dagilimlari.

Yas n %
<39 3 %7.5
40-49 8 %20
50-59 15 %37.5
60-69 7 %17.5
70+ 7 %17.5
Toplam 40 100

4.2. Arastirma Grubu Bireylerin MS-HRM Bulgular::

Arastirma grubuna dahil edilen 40 olgunun tiimor Orneklerinden elde edilen
DNA’da MGMT geninin metilasyon paterni incelenmistir. Calismaya dahil edilen 40
olgunun 13 tanesinde MGMT geni hipermetile olarak saptanmis ve MGMT metilasyon

oran1 %32,5 olarak belirlenmistir.
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Metile olgularin yas ortalamasinin 58+13, unmetile olgularin yas ortalamasimin ise
55£15 oldugu saptanmistir. MGMT metilasyonunun hasta yasi ve cinsiyeti dikkate
alinarak Ki-kare testi ve T-Testi ile degerlendirilmesi sonucu aralarinda istatistiksel
olarak anlamli bir iliski kurulamamistir (P=0.480, P=0.503) (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. GBM tiimor orneklerindeki MGMT geninin metilasyon oranlar1 ve sagkalim

stireleri ile ortalama yaslar.

Metile Olgular Unmetile Olgular
Olgu Sayisi (n) 13 27
Ortalama Sag Kahm 19 ay 15 ay
Siiresi (Ay)
Ortalama Yas (Y1) 58+13 55415
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Istatistiksel olarak metile ve unmetile olgularin ortalama sag kalim siireleri
Kaplan-Meier metodu (Log-Rank Test) ile degerlendirilmistir. Metile olgularin
ortalama sag kalim siiresi 19 ay (%95 CI; 15,4 - 23,3 ) unmetile olgularin ortalama sag
kalim stiresi ise 15 ay (%95 CI; 10,8 - 18,8 ) olarak saptanmisir (Log Rank P>0.05)
(Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Metile ve unmetile MGMT’li olgularin sag kalim siirelerinin yigilim tablosu.

Survival Functions
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Yaptigimiz ¢aligmada ticari olarak temin ettigimiz metile ve unmetile kontrol
DNA’lar1 ile %75, %50, %25 oranlarinda seyreltilmis metile kontrol DNA’lar1
kullanilmigs olup bu kontrol DNA’larmin MS-HRM goriintiileri  Sekil 4.1°de
gosterilmektedir. Metilasyon oranlarina gore 1silarda da goreceli farkliliklar

gozlenmektedir. Erime 1sis1 verileri “Tm calling” yazilim programma gore
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degerlendirilmistir. Olgularin metile olup olmadiklar1 kullandigimiz kontrol DNA’lar1
ile ayn1 Tm 1s1s1 vermelerine gore degerlendirilmistir (Sekil 4.2, 4.3, 4.4 ve 4.5).

%100 metile kontrol

%75 metile kontrol

%50 metile
kontrol

%25 metile kontrol

Sekil 4.1. Unmetile ve metile kontrol DNA pik goriiniitiisti (Metile kontrol, unmetile
kontrol drnekleri ve metile kontroliin farkli konsantrasyonlardaki ara deger 6rneklerinin floresan
piklerine gore erime egrileri.)
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Metile DNA’dan amplifiye olan iriinler ampliconda bulunan CpG dizileri
nedeniyle daha yiiksek Tm derecesine sahip iken metile olmayan sitozin niikleotidleri
bisiilfit modifikasyonu ile urasil niikleotidlerine doniistiiriildiikleri i¢in Tm dereceleri

daha diistiktiir (Sekil 4.2.).

Tomporstuee (°C)
[br S vt T

Meolting Ponks
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Sekil 4.2. Unmetile ve metile metilasyon paternine sahip incelenen bir grup olgunun

Tm derecelerine ait pik goriintiisii.
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%350 ve %75 kontrol DNA’larma ait amplifikasyon pikleri ile uyumlu olgulara ait
amplifikasyon pikleri Sekil 4.3.’de goriilmektedir. Metilasyon oranlarina gore olgularin

ve kontrol DNA’larmin erime 1silarinda goreceli farkliliklar gézlenmektedir (Sekil 4.3.).

Melting Curves
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Sekil 4.3. %75 ve %50 metile olgulara ait kontrol DNA’lar1 ile uyumlu pik goriintiileri.
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Metile Olzu

%100 metile
kontrol

Sekil 4.5. Unmetile kontrol DNA ile uyumlu olan unmetile bir olguya ait pik

goruntusu.
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4.3. MGMT Geninin Kantitatif Metilasyon Analizine Ait Bulgular:

Calismada MS-HRM yontemini kullanirken plate kuyucuklarina olgulara ait
bisiilfit modifikasyonu yapilmis DNA o6rnekleri ile birlikte kantitatif olarak metilasyon
durumlarmi bildigimiz metile kontrol DNA 6rnegi CpGenome™ Universal Methylated
DNA (Millipore-Chemicon® International) ile unmetile kontrol DNA Grnegi
CpGenome™ Universal Unmethylated DNA (Millipore-Chemicon® International) ve

bunlarm seyreltilmesi ile elde edilen %25, %50 ve %75 ara degerleri de yiiklenmistir.

Calismamizda olgu grubumuzun MGMT geni kantitatif metilasyon oranlarina
(unmetile, %25, %50, %75, %100 oraninda metile) gore sag kalim siireleri Kaplan-

Meier testi kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

MGMT geni 27 olguda unmetile, 2 olguda %25 metile, 3 olguda %50 metile, 1
olguda %75 metile ve 7 olguda %100 metile olarak saptanmistir. Olgu sayimizin azhigi
nedeni ile ornekler %50 alt1 metile, %50 istii metile ve unmetile olarak ii¢ gruba
ayrilarak karsilastirilmistir.  Yapilan degerlendirmede olgularin sag kalim siireleri
acisindan %50’nin alt1 ve {istli metilasyona sahip gruplar arasinda istatistiksel olarak bir

farklilik saptanamamustir (Tablo 4.4.).

Tablo 4.4. Olgu grubumuzun metilasyon oranlarina gore sagkalim tablosu.

Unmetile <9050 metile >0050metile
Olgu Sayis1 (n) 27 5 8
Ortalama Sag 15 ay 17 ay 13 ay
Kahm Siiresi
Istatistiksel P>0.05

Anlamhhk
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4.4. Glioblastomah Olgularda Saptanan MGMT Metilasyonu ile Prognoz ve
Tedaviye Yamit Bulgularinin Degerlendirilmesi

Calismamiza dahil ettigimiz 40 olgunun 17 tanesi radyoterapi ile kombine edilmis
kemoterapi, 9 olgu radyoterapi, 1 olgu kemoterapi uygulanmis olup 13 olguda ise
adjuvan bir tedavi protokolii uygulanmamistir. Olgularin tedavi tipleri ve metilasyon
durumlar1 Tablo 4.5.’de verilmistir. Olgularin sag kalim siireleri Kaplan-Meier Metodu

(Log Rank) ile analiz edilmistir.

Tablo.4.5. Olgularin metilasyon ve tedavi durumuna gore dagilima.

Metilasyon RT+KT RT KT ADJUVAN .BiR
TEDAVI
Durumu (n) (n) (n) PROTOKOLU
YOK (n)
Metile MGMT 6 5 - 2
(n)
Unmetile 11 4 1 11
MGMT (n)
Toplam (n) 17 9 1 13
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RT+KT alan olgularmn sag kalim siireleri degerlendirildiginde 17 ay (%95 CI: 13-
23), adjuvan bir tedavi protokolii uygulanmayan olgularin sag kalim siiresi 14 ay (%95
Cl: 8-20) olarak saptanmis ve bu iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmamuistir (Log Rank Test; P=0.480) (Tablo 4.6.).

Tablo 4.6. RT+KT alan olgular ile adjuvan bir tedavi protokolii uygulanmayan

olgularin sag kalim siirelerinin yigilim tablosu.

Survival Functions
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RT+KT alan olgular metilasyon durumlarina gére sag kalim siireleri istatistiksel
olarak ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. MGMT geni metile olup RT+KT alan olgularin
sayist 6 oldugu icin istatistiksel olarak degerlendirilememistir. Unmetile MGMT’li
olgularin sag kalim siireleri 15 ay (%95 CIl: 10-21), adjuvan bir tedavi protokolii
uygulanmayan olgularin sag kalim siiresi ise 13 ay (%95 CI: 6-19) olarak saptanmis ve

istatistiksel olarak bu fark anlamli bulunmamustir (Log Rank Test; P=0.569)
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RT alan olgularin sag kalim siireleri degerlendirildiginde 14 ay (%95 CI: 10-19),
adjuvan bir tedavi protokolii uygulanmayan olgularin sag kalim siireleri ise 14 ay (%95
Cl: 8-20) olarak saptanmustir (Tablo 4.7.). iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir iligki kurulamamistir (Log-Rank Test P=0.376).

Tablo 4.7. RT alan olgular ile adjuvan bir tedavi protokolii uygulanmayan olgularin sag

kalim siirelerinin y1gilim tablosu.

Survival Functions
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Radyoterapi alan olgulara metile ve unmetile olarak ayr1 ayr1 bakildig1 zaman

gruplarm olgu sayis1 7’nin altinda oldugu i¢in istatistiksel olarak sag kalim siireleri

degerlendirilememistir. Ayni sekilde kemoterapi alan olgu sayis1 da 1 oldugu igin

istatistiksel olarak sag kalim siiresi degerlendirilememis olup tedavi tiplerine gore

olgularin sag kalim siireleri Tablo 4.8.’de verilmistir.

Tablo 4.8. Tedavi tiplerine gore olgularin sag kalim siirelerinin tablosu.

Tedavi Tipi RT+KT ADJUVAN BIR RT KT
TEDAVI
PROTOKOLU
UYGULANMAYAN
Genel Sag 17 ay 14 ay 14 ay Degerlendirilemedi
Kahm Siiresi
MGMT Degerlendirilemedi  Degerlendirilemedi ~ Degerlendirilemedi Degerlendirilemedi
metile
Olgularin
Sag Kalm
Siiresi
Unmetile 15 ay 13 ay Degerlendirilemedi  Degerlendirilemedi
MGMT’li
Olgularin
Sag Kalim
Siiresi

4.5.Arastirma Grubu Bireylerin Dizi-Analizi Bulgulari:

Arastirma grubuna dahil edilen 40 olgunun tiimor Orneklerinden elde edilen

DNA'’larda ekzon 4 IDHI mutasyonu ag¢isindan incelenmistir. Sonuglar NCBI insan

genomik veri tabani ile Kkarsilastirilmig ve BioEdit V5 yazilim programi ile
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degerlendirilmistir. 40 olgunun 5 tanesinde heterozigot R132H (CGT>CAT) mutasyonu
tespit edilmistir (Tablo 4.9, Sekil 4.6, 4.7 ve 4.8).

IDH1 mutasyonu olup olmamasi ve hasta yas1 dikkate alinarak yapilan Ki-kare
testi sonucunda IDHI mutasyonu tasiyan hastalarin yas ortalamasi ile mutasyon
tasimayan hastalarin yas ortalamasi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmustur (t=2.659, P=0.011). IDH1 mutasyonu tasiyan olgularin yas ortalamasi
41+5.06 iken IDHI mutasyonu saptanmayan olgularin yas ortalamasi 57+2.29 olarak
saptanmustir (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. GBM tiimor orneklerindeki IDHI geninin mutasyon oranlari ve sag kalim

stireleri ile ortalama yaslar1.

IDH1 Mutasyonu IDH1 Mutasyonu
Olan Hasta Olmayan Hasta
Olgu Sayisi (n) 5) 35
Ortalama Sag Kalim 19 ay 16 ay
Siiresi
Ortalama Yas (Yil) 41+5.06 57+£2.29
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IDH1 mutasyonu tastyan olgular ile tagimayan olgularmn sag kalim siireleri
Kaplan-Meier metodu ile (Log-Rank Test) degerlendirilmistir. IDH1 mutasyonu tasiyan
olgularin ortalama sag kalim stiresi 19 ay (%95 CI; 10,5 - 27 ) mutasyon tasimayan
olgularin ortalama sag kalim siiresi ise 16 ay (%95 Cl; 12,8 - 19) olarak saptanmustir

(Log Rank, P>0.05) (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. IDH1 mutasyonu tagiyan ve tagimayan olgularin sag kalim siirelerinin

y1gilim tablosu.
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Sekil 4.6. Normal bir olguya ait dizi analizi goriintiisii.
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Sekil 4.8. IDH1 R132H mutasyonlu

Sekil 4.7. IDH1 R132H mutasyonlu
(CGT>CAT) bir olguya ait dizi goriintiisi

(CGT>CAT) bir olguya ait dizi goriintiisii.
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4.6. MGMT Metilasyonu ve IDH1 Mutasyonun Birlikte Degerlendirilmesine Ait

Bulgular:

Calismamizda MGMT metilasyonu 13 olguda ve IDHI mutasyonu 5 olguda
saptanmistir. 4 olguda IDH1 mutasyonu unmetile MGMT ile beraber saptanmis olup
sadece 1 olguda metile MGMT ve IDH1 mutasyonu birlikte degerlendirilebilmistir.
MGMT metilasyonu ile IDH1 mutasyonlu tiimorler birlikte degerlendirildiginde

aralarinda istatistiksel olarak bir iliski saptanamamuistir (P>0.05).
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5. TARTISMA

Calismanmiza Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Norosirurji
Anabilim Dalina bagvuran ve histopatolojik olarak incelenerek “Glioblastoma
Multiforme” tanist alan 40 olgu alinmistir. Olgulara ait tiimor dokularindan elde edilen
DNA o6rneklerinde MGMT promotor metilasyonu MS-HRM yontemi ile ve IDH1

mutasyonu ise dizi analizi yontemi ile incelenmistir.

Calismamizda GBM hastalarinda molekiiler degisimler ile yas ve ortalama sag
kalim siireleri arasindaki iliskiler ve ayrica MGMT metilasyon durumu ile olgulara
uygulanan tedavilere gore sag kalim siireleri arastirilmistir. Calismamiz GBM
olgularinda MGMT geninin metilasyon paterni ve IDH1 geninin mutasyon siklig1 igin

Tiirkiye’de yapilmis olan ilk ¢alisma 6zelligindedir.

5.1. MS-HRM Yoéntemi Ille MGMT Metilasyonu i¢in Elde Edilen Verilerin

Literatiir ile Karsilastirmasi

MGMT geni 10g26°da lokalize yaklasik 145 bp uzunlugunda hiicresel genomu
alkilleyici ajanlarin mutajenik etkilerinden koruyan en 6nemli DNA tamir proteinidir
(41). Bu gen 866 niikleotidlik bir mRNA, bu mMRNA ise 207 amino asit igeren
24kDa’lik protein kodlar (42). MGMT nispeten stabil bir proteindir, yarilanma émrii 24
saatten uzundur. Tamir tek basamakli bir reaksiyonda gergeklesir ve alkile bazin
DNA’dan ekzisyonu yoktur, bunun yerine guaninin O° pozisyonundaki metil veya etil
grubu MGMT molekiiliiniin aktif bdlgesi olan sistein rezidiillerine transfer edilir.
Bunun sonucunda guanin eski haline doner ve MGMT geri doniisiimsiiz olarak inaktive

edilir. Bu nedenle MGMT * intihar enzimi” olarak adlandirilir (42)
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MGMT’nin hipermetilasyon ile epigenetik olarak sessizlestirilmesi primer
glioblastomalarda % 40, sekonder glioblastomalarda ise %70’den fazladir. MGMT
promotor metilasyonu diffuz ve anaplastik astrositomalarin yarisinda oligodendroglial

ve mix tiimdrlerin tigte ikisinde bulunmaktadir (66, 79).

Literatiirde MGMT metilasyonu genellikle MSP yontemi ile ¢alisiimistir (3, 4, 13,
16, 25, 29, 33, 34, 35, 44, 50, 64, 67, 72, 75, 96, 97). RT-PCR, ITHC gibi yontemlerle de
yapilmis ¢aligmalar bulunmaktadir (44,81). Yapilan calismalar MGMT promotor
hipermetilasyonunu belirlemenin yaninda bunu glioblastomali kisilerde uzun
progrosyonsuz sagkalim (PFS) ve genel sagkalim (OS) ile iliskilendirmislerdir. Bu
ylizden MGMT metilasyonu GBM tedavisinde belirteg olarak gosterilmektedir.

Calismamizda MGMT promotor metilasyonunu belirlemek igin MS-HRM
yontemi kullanilmistir. MS-HRM yontemi, unmetile DNA 6rnegi icerisindeki % 0,1
oranindaki metile DNA’y1 tespit edebilmesi agisindan hassas, hizli ve kolay bir
yontemdir. Calismamizda tiim GBM tiimor 6rneklerinde MS-HRM yontemi ile basarili
sonuglara ulasilmigtir. MGMT metilasyonunu saptamada en ¢ok kullanilan MS-PCR
yontemine gore MS-HRM yontemi zaman, kolaylik ve giivenilirlik acisindan daha
uygun bir yontemdir. Elde ettigimiz veriler, literatiirde benzer c¢alismalar ile

karsilastirilmistir (Tablo 5.1.).

Nakamura ve arkadaglarmin (67) 2001 yilinda yaptiklar1 ¢alismada;
54 diisiik grade astrositoma, 36 primer GBM ve 16 sekonder GBM’li olguda MSP
yontemi ile MGMT promotor metilasyonu ve SSCP yontemi ile de TP53 mutasyonunu
incelemiglerdir. 54 diisiik-grade astrositomanin 26 tanesinde (%48), 36 primer GBM’li
olgunun 13 tanesinde (%36) ve 16 sekonder GBM’li olgunun 12 tanesinde (%75)
MGMT genini metile olarak saptamiglardir. Metilasyon saptanan disik grade
astrositomalarin hemen hepsinde (24/26, %92) ve metile sekonder GBM'’lerin
%92’sinde TP53 mutasyonunun bulundugunu, fakat primer GBM’lerde TP53

mutasyonunun nadir goriildigiinii bildirmislerdir. MGMT metilasyon siklignin primer
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GBM’li olgularda belirgin olarak diisiik oldugunu (P=0,0155) ve metilasyonun ozellikle
geng kisilerde (47+13 yas) gozlendigini bildirmislerdir. Unmetile MGMT’li olgularin
yas ortalamasinin ise 55+13 oldugunu bildirmislerdir (P=0,0267). Calismamizda 40
GBM’li olgunun tiimér dokularindan elde edilen DNA’da MGMT promotor
metilasyonu MS-HRM yontemi ile incelenmistir. Calismamizda 40 olgunun 13’tinde
(%32,5) MGMT promotor metilasyonu tespit edilmis ve MGMT metilasyonu ile yas,
cinsiyet gibi parametreler arasinda istatistiksel bir iliski saptanmamistir (P=0.480,
P=0.503). Calismamizdaki metile olgularin yas ortalamas1 58+13, unmetile olgularin
yas ortalamasimnin ise 55+15 oldugu belirlenmistir. Saptadigimiz %32,5’1ik metilasyon
orant Nakamura ve arkadaslarinin primer GBM’lerde saptadiklari oran ile benzer
oldugu goriilmektedir. Bunun nedeni olarak ise; olgu grubumuzun primer GBM’lerden

olusmasindan kaynaklanmis olabilecegini diisiinmekteyiz.

Paz ve arkadaglarimin (75) 2004 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; igerisinde 51
GBM’li olgunun da bulundugu 92 glioma 6rneginde MSP yontemi ile MGMT promotor
metilasyonunu incelemislerdir. Anaplastik oligodendrogliomada %21,5, anaplastik
oligoastrositomada hig, anaplastik astrositomada %7,1 ve GBM’li olgularda %71,4
oraninda MGMT genini metile olarak saptamiglardir. MGMT metilasyon durumunu
cinsiyet (P=0.820), yas (P=0.374) veya histolojik tiimor tipi (P=0.068) ile iliskili
bulmadiklarmi ifade etmislerdir. Calismamizda saptadigimiz %32,5’luk metilasyon
oraninin literatiirde verilen orandan olduk¢a diisiik oldugu goriilmekte olup bu
farkliligin metodolojik farkliliklarmm yanm1 swa olgu saymmizin azligindan da
kaynaklanmig olabilecegini diistinmekteyiz. Olgularimiz primer GBM’lerden olusmakta
ve saptadigimiz metilasyon orani literatiirde primer GBM’lerde bildirilen %40’lik
metilasyon orami ile uyumlu olarak bulunmustur (66, 79). Paz ve arkadaslarmin
caligmasinda oldugu gibi bizim ¢alismamizda da MGMT metilasyonu ile yas, cinsiyet
gibi parametreler arasinda istatiksel bir iligki saptanamamustir (P=0.480, P=0.503).
Caligmanin bir ayag olarak farkli evrelerde beyin tiimorleri ve sekonder GBM’lerin de
dahil oldugu daha genis bir olgu serisi ile caligma gergeklestirmenin gerekli oldugunu

diistinmekteyiz.
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Anselmo ve arkadaslarinin (3) 2006 yilinda Brezilya popiilasyonundaki beyin
timorlerinin epigenetik anomalilerini arastirdiklar1 ¢alismaya GBM’li olgularin da
icerisinde bulundugu 55 olguyu dahil etmislerdir. Bu glioma serisi igerisinde yer alan 10
GBM’li olguda MSP yontemi ile MGMT, DAPK, p14°"F p16™** TP73, RB1 ve
TIMP-3 genlerinin metilasyon durumunu incelemislerdir. 10 olgunun 7 tanesinde (%70)
MGMT genini metile olarak saptamuslardir. MGMT ve P16™"* hipermetilasyonunun
beyin tiimori progresyonunda onemli oldugunu vurgulamislardir. Calismamizda 40
GBM’li olgunun 13’iinde (%32,5) MGMT promotor metilasyonu tespit edilmistir.
Metilasyon oranimizin literatiirden diisiik olmasmi1 Anselmo ve arkadaslarmin GBM’li
olgu sayisinin azligindan ve metodolojik farkliliklardan kaynaklanmis olabilecegini

disiinmekteyiz.

Blanc ve arkadaslarinin (6) 2004 yilinda yaptiklar1 calismada; 44 GBM’li olguda
MSP yontemi ile MGMT promotor metilasyonunu incelemisler ve 44 olgunun 30
tanesinde (%68) MGMT genini metile olarak saptamislardir. Metile olgulari ortalama
sag kalim siiresini 9,9 ay (95% CI: 7.2-12.9), unmetile olgularin ortalama sag kalim
stiresini ise 8,1 ay (95% CI: 4.1- 14.2) olarak saptamiglar ve MGMT geni metilasyonu
ile OS veya hastaliksiz sag kalim arasinda belirgin bir iligki saptamadiklarini ayrica yas
(P =0.457) ve KPS (P =0.420) ile MGMT metilasyonu arasinda istatistiksel bir iliski

gozlenmedigini belirtmislerdir.

Hegi ve arkadaslarinin (33) 2004 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; 38 GBM’li olgu
MSP yontemi ile incelenmis ve bu 38 olgunun 26 tanesine (%68) MGMT genini metile
olarak saptamiglardir. MGMT metilasyonunun uzun sag kalim ile korelasyon
gosterdigini (P=0.0051, Log-rank test) fakat diger yas, cinsiyet, KPS (Karnofsky
performans skoru) gibi prognostik faktorler ile korelasyon goéstermedigini (P>0.7)
belirtmiglerdir. Metile MGMT’li olgularin (26 olgunun 16 tanesi) %62’sinin sag
kalimmimn 18 ay oldugunu bildirmisler ve MGMT promotor metilasyonu ile prognoz

veya tedaviye yanit arasinda iliski saptamadiklarini bildirmislerdir.
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Karayan-Tapon ve arkadaslarinin (44) 2010 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; 81
GBM’li olguda MSP, SQ-MSP, Q-RT-PCR, ve IHC yontemleri ile MGMT promotor
metilasyonunu incelemislerdir. Yaptiklar1 c¢alismada farkli yOntemlerin PFS’1
saptamadaki prognostik degerlerini ortaya koymaya calismiglardir. MSP (P = 0.016),
SQ-MSP (P<0.001) ve pyrosequencing (P = 0.002) ile degerlendirilen MGMT promotor
metilasyonunun PFS ile belirgin bir korelasyon gosterdigini fakat Q-RT-PCR ve IHC
calismalarinin PFS saptamada basarisiz oldugunu ifade etmislerdir. MSP yonteminin
sonucuna gore 81 olgunun 55 tanesinde (%67,9) MGMT genini metile olarak
saptamiglar ve metile MGMT’li olgular ve unmetile MGMT’li olgular arasinda sag
kalim siiresinin belirgin olarak farklilik gosterdigini saptamislardir (ortalama sag kalim;

19 ay metile MGMT, 15 ay unmetile MGMT, P=0.005).

Esteller ve arkadaslarinin (25) 2000 yilinda yaptiklar1 galismada ise 18 anaplastik
astrositoma ve 29 GBM’li olguda MSP yontemi ile MGMT promotor metilasyonunu
incelemisler ve toplam 47 tiimoriin 19 tanesinde (%49) MGMT genini metile olarak
saptamiglardir. GBM’leri ayr1 olarak degerlendirdiklerinde 29 olgunun 12 tanesinde
(%63) MGMT geni metile olarak saptanmis ve MGMT metilasyonunu hasta yasi, KPS
veya tiimor grade’i ile iliskilendirilememis (P>0,3), fakat promotor metilasyonunun sag

kalim stiresini artirdigini bildirmislerdir.

Calismamizda MGMT promotor metilasyonu %32,5 olarak tespit edilmis ve
MGMT metilasyonu ile yas, cinsiyet gibi parametreler arasinda istatistiksel bir iliski
saptanamamistir (P=0.480, P=0.503). Metile olgularin ortalama sag kalim siiresinin 19
ay, unmetile olgularm ise 15 ay (Log Rank Test, P>0,05) oldugu saptanmustir.
Saptadigimiz metilasyon oraninin Blanc ve arkadaslar1 (6), Hegi ve arkadaslar1 (33),
Karayan-Tapon ve arkadaslar1 (44) ile Esteller ve arkadaslarinin (25)  bildirdikleri
orana gore diisik oldugu goriilmektedir. Karayan-Tapon ve arkadaslarinin (44)
yaptiklar1 calisma hari¢ diger 3 calismada MSP yontemi ile MGMT metilasyonu
degerlendirilmistir. Bizim ¢alisimamizda ise MS-HRM yontemi kullanilmustir.

Literatiirler ile bizim oranimiz arasindaki farkliligin metodolojik farkliliklardan

kaynaklanmis olabilecegini diisiinmekteyiz. Bunun yani sira olgularimiz primer
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GBM’lerden olugmakta ve saptadigimiz metilasyon oraninm literatiirde primer
GBM’lerde bildirilen %40’lik metilasyon orani ile uyumlu oldugu goriilmektedir (66,
79). Karayan-Tapon ve arkadaslarinin (44) metile MGMT ve unmetile MGMT olgular
icin bildirdikleri sag kalim siireleri ile bizim calismamizda saptadigimiz siirelerin
benzer oldugu goriilmektedir. Fakat metile olgu sayimizin azligi nedeni ile istatistiksel

olarak degerlendirildiginde anlamli bulunmamustir.

Cao ve arkadaglarmin (13) 2009 yilinda yaptiklar1 ¢calismada; MGMT metilasyonu
ile ekspresyonu arasindaki korelasyonu belirleyebilmek amaci ile MGMT
metilasyonunu MSP ile ve ekspresyonunu IHC ile ¢alismislardir. Olgularin %50’sinde
MSP ve THC arasinda korelasyon tespit edilmis ve IHC ile kombine edilmis MSP’nin
prognostik bir faktor olarak degerlendirilebilecegini ifade etmislerdir. 83 GBM’li
olgunun 76 tanesinde MSP analizi i¢in yeterli DNA elde edilebilmistir. 76 olgunun 46
tanesinde (%60,5) MGMT genini metile olarak saptamiglardir. MGMT promotor
metilasyonunun artmis ortalama sag kalim ile iliskili oldugunu bildirmislerdir. Metile
MGMT’li olgularda sag kalim siiresini 19.8 ay (95% CI, 15.26-24.47 ay), unmetile
MGMT’li olgularda ise sag kalim siiresinin 12,3 ay (95% CI, 9.83-14.77 ay) oldugunu
saptamiglar ve bu farkim istatistiksel olarak anlamli oldugunu (P =0.014, Mantel-Cox

log-rank test) bildirmislerdir.

Gerstner ve arkadaglarinin (29) 2009 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; 64 GBM’li
olguda MSP yontemi ile MGMT promotor metilasyonunu inceleyip ortalama sag kalim
stirelerini ortaya koymuslardir. 64 olgunun 37 tanesinde (%57,8) MGMT genini metile
olarak saptamislar ve metile/unmetile olgularin ortalama yasmin 74 oldugunu ifade
etmiglerdir. MGMT geni metile olarak saptanan olgularin ortalama sag kalim siiresinin
345 giin, MGMT geni unmetile olan olgularin ortalama sag kalim siiresinin ise 223 giin
(P=0,0178) oldugunu bildirilmislerdir. GBM’li olgularda prognostik marker olarak

kullanilabilecegini vurgulamislardir.

Crinie're ve arkadaglarinin (17) 2007 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada; 219 GBM’li

olguda MSP yontemi ile MGMT promotor metilasyonunu incelemislerdir. 219 olgunun
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126 tanesinde (%57,5) MGMT genini metile olarak saptamislardir. Metile olgularin
ortalama sag kalim siiresini 14,4 ay, unmetile olgularin ortalama sag kalim siiresinin ise
13,6 ay oldugunu bildirmisler ve MGMT metilasyonunun olgularin sag kalimina bir
etkisi olmadigini ayni zamanda yas, KPS ve tedavi ile de iligkili olmadigin1 ifade

etmislerdir.

Park ve arkadaslarinin (72) 2008 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; 77 GBM’li olgudan
50 tanesininde MSP yontemi ile MGMT promotor metilasyonunu incelemigler ve 48
olgunun MSP sonuglarmi yorumlayabilmislerdir. 48 olgunun 26 tanesinde (%54,2)
MGMT genini metile olarak saptamiglardir. MGMT metile olgularin yas ortalamasinin
49.7£12.4, unmetile olgularmn ise 48,5+13,2 oldugunu bildirmislerdir. Metile (17 ay) ve
unmetile (17 ay) gruplar arasinda ortalama sag kalim agisindan belirgin bir fark

goriilmedigini belirtmislerdir.

Minniti ve arkadaslarinin (64) 2010 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; 83 GBM’li
olguda MSP yontemi ile MGMT promotor metilasyonunu incelemislerdir. 83 olgunun
42 tanesinde (%50,6) MGMT genini metile olarak saptamiglardir. MGMT geni metile
olan GBM’lerde ortalama sag kalim siiresinin 15.3 ay, unmetile GBM’lerde ise 10.2 ay
oldugunu saptamiglar (P= 0.0001) ve MGMT promotor metilasyonunun belirgin olarak
OS ve PFS (P = 0.004 ve P = 0.005) ile iligkili oldugunu vurgulamislardir.

Costa ve arkadaslarmin (16) 2010 yilinda yaptiklari ¢calismada; 90 GBM’li olguda
MSP yontemi ile MGMT metilasyonunu incelemislerdir. 90 olgunun 80 tanesinde
MGMT nin metilasyon durumunu analiz edebilmisler ve MGMT metilasyonunu 38
GBM’de (%47,5) tespit etmislerdir. MGMT metile tiimorlerde OS 16 ay (95% CI 12.2-
19.8) iken, unmetile MGMT tiimorlerde 13 ay (95% CI 13.3-18.7) oldugu saptanmustir.
MGMT metilasyonu ve OS arasinda istatistiksel bir iliski olmadigini ifade etmislerdir
(P>0.05).
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Yaptigimiz ¢alismada MGMT metilasyon orani %32,5 olarak tespit edilmis ve
MGMT metilasyonu ile yas, cinsiyet gibi parametreler arasinda istatistiksel bir iliski
saptanmamustir (P=0.480, P=0.503). Calismamizdaki metile olgularin ortalama sag
kalim siiresi 19 ay, unmetile olgularin ise 15 ay oldugu bulunmus ve metile olgular ile
unmetile olgular arasinda sag kalim siiresinin belirgin olarak farklilik géstermedigi
saptanmistir (Log Rank Test, P>0,05). Sonuglarimiz literatiir ile uyumsuz olarak
degerlendirilmistir. Bu uyumsuzluga calismaya dahil ettigimiz olgu sayimizin 6
literatiirde de bildirilenden az olmasinin neden olabilecegini diisiinmekteyiz. Ayni
zamanda primer GBM’lerde MGMT metilasyonunun %40’larda oldugu bildirilmistir
(66, 79). Yaptigimiz calismada olgularimiz primer GBM’lerden olusmakta ve
saptadigimiz metilasyon oram literatiirde primer GBM’lerde bildirilen %40°lik

metilasyon orani ile uyumlu olarak bulunmustur.

Kreth ve arkadaslarinin (50) 2011 yihinda yaptiklar1 ¢alismada; 53 GBM’li
olguda MSP yontemi ile MGMT metilasyonunu ve qPCR ile MGMT mRNA
ekspresyonunu incelemislerdir. 53 olgunun 24 tanesinde (%45) MGMT metile olarak
saptanmistir. Diisik MGMT mRNA seviyesinin tedaviye yanit ve uzun sag kalim i¢in
prediktif oldugunu belirtmislerdir.

Hegi ve arkadaslarmin (34) 2005 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; 573 GBM’li timor
orneginin 307 tanesinde MSP yontemi ile MGMT promotor metilasyonunu
inceleyebilmiglerdir. 307 tiim6r 6rneginin 206 tanesinde MGMT promotor metilasyonu
degerlendirilebilmistir. Bu 206 tiimdr 6rneginin 92 tanesinde (%44,7) MGMT genini
metile olarak saptamuslardir. Metile MGMT’li olgularda ortalama sag kalim 18,2 ay
iken, unmetile olgularda 12,2 ay oldugunu bildirmislerdir. MGMT metilasyonunun

prognostik bir degeri oldugunu ifade etmislerdir.

Weller ve arkadaslar1 (97) 2009 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; 301 GBM’li olguda
MSP yontemi ile MGMT promotor metilasyonunu incelemiglerdir. MGMT genini %44

metile olarak saptamiglardr. MGMT  metilasyonunu  yas ve KPS ile
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iliskilendirilemedigini fakat uzun PFS (P=0.028) ve OS (P =0.10) ile iligkilendirildigini

belirtmiglerdir.

Herrlinger ve arkadaslarmin (35) 2006 yilinda yaptiklar1 calismada; 23 GBM’li
olguyu MSP ile incelemisler ve 19 olgunun sonucunu degerlendirebilmislerdir.
Degerlendirilen 19 olgunun 8 tanesinde (%42) MGMT’yi metile olarak saptamislardir.
PFS unmetile olgularda 6 ay iken metile olgularda 19 ay oldugunu ve metile MGMT’li
olgularin PFS ve mOS’min (ortalama sag kalim siiresi) belirgin olarak uzun oldugunu

saptamuglardir (P< 0.014).

Weiler ve arkadaglarmin (96) 2009 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; 41 GBM’li
olguda MSP yontemi ile MGMT promotor metilasyonunu incelemisler ve 39 tanesinde
MGMT metilasyon analizini yapabilmislerdir. Metilasyonu incelenen 39 olgunun 16
tanesinde (%41) MGMT genini metile olarak saptamislardir. MGMT geni metile olan
olgularda PFS belirgin olarak uzunken (P=0,0002) OS’da belirgin bir farklhilik
saptamadiklarini bildirmislerdir (p= 0,1008).

Rivera ve arkadaslarinm (81) 2010 yilinda yaptiklar1 ¢alismada ise 225 GBM’li
olguda gqRT-PCR yontemi ile MGMT promotor metilasyonunu incelemis ve 54
tanesinde (%24) MGMT genini metile olarak saptamislardr. MGMT promotor
metilasyonunun sag kalim avantaji sagladigmi bildirmiglerdir. MGMT metile olgular 63
hafta sag kalirken unmetile olgularin 51 hafta sag kaldiklarmi bildirmislerdir (P=0.019,
log-rank).

Yaptigimiz ¢alismada MGMT metilasyonu, %32,5 olarak bulunmustur ve bu oran
Rivera ve arkadaglarinin (81) yaptiklar1 ¢alisma hari¢ diger literatiirlerle ¢ok az farkli
bulunmustur. Metilasyon oranimiz Rivera ve arkadaslarmin (81) bildirdikleri oran ile
uyumlu olarak goriilmektedir. Bu uyumlulugun yodntemlerimizin benzerliginden
kaynaklanmis olabilecegini diisiinmekteyiz. qRT-PCR’da MS-HRM yontemi gibi real-

time-PCR tabanli bir analiz yontemidir ve konvansiyonel RT-PCR’a gore daha hassas
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bir yontemdir. Yapilan istatistiksel analizde metile MGMT’li olgularin ortalama sag
kalim siiresi 19 ay, unmetile MGMT’li olgularmn ise 15 ay olarak bulunmustur. Metile
ve unmetile olgular arasinda saptanan 4 aylik fark istatistiksel olarak anlaml

bulunmamustir (Log Rank Test, P>0.05).
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Tablo 5.1. MGMT geni i¢in ¢aligmamizda saptadigimiz metilasyon oram ve sag kalim
stirelerinin literatiir verileri ile karsilastiriimas1 (S.=Sekonder GBM, Pr. GBM=Primer GBM).

Arastirmaci ismi GBM Metilasyon Yiizdesi Sag Kalim Siiresi
(n) (MGMT) Metile Unmetile
Nakamura ve arkadaslari | 36 Pr. Pr. GBM %36 - -
2001 GBM S. GBM %75
16 S. GBM

Paz ve arkadaslar1 2004 51 %71,4 - -
Anselmo ve arkadaglar1 | 10 %70 - -
2006
Blanc ve arkadaglar1 2004 | 44 %68 9,9 ay 8,1ay
Hegi ve arkadaglar1 2004 | 38 %68 18 ay -
Karayan-Tapon ve 81 %67,9 19 ay 15 ay
arkadaglar1 2010
Esteller ve arkadaslar | 29 %63 - -
2000
Cao ve arkadaglar1 2009 76 %60,5 19.87 ay 12,3 ay
Gerstner ve arkadaslar | 64 %57,8 345 giin 223 giin
2009
Crinie're ve arkadaslar1 | 219 %57,5 14,4 ay 13,6 ay
2007
Park ve arkadaglar1 2008 | 48 %54,2 17 ay 17 ay
Minniti ve arkadaslar1 | 83 %50,6 15.3 ay 10.2 ay
2010
Costa ve arkadaglar1 2010 | 80 %47,5 16 ay 13 ay
Kreth ve arkadaglarmmn | 53 %45 18,2 ay 12,2 ay
2011
Hegi ve arkadaslar1 2005 | 206 %44,7 18,2 ay 12,2 ay
Weller ve arkadaslar1 | 301 %44 - -
2009
Herrlinger ve arkadaglari | 19 %42 19 ay 6 ay
2006
Weiler ve arkadaslar1 | 39 %41 - -
2009
Rivera ve arkadaslar1 | 225 %24 63 hafta 51 hafta
2010
Bizim Calismamiz 40 %32,5 19 ay 15 ay
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5.2. Glioblastomah Olgularda Saptanan MGMT Metilasyonu ile Prognoz ve

Tedaviye Yamitlarimin Literatiir Verileri Ile Karsilastirilmas

Blanc ve arkadaglarinin (6) 2004 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; %4.5 hasta sadece
kemoterapi, %32,55 radyoterapi ve %50 kemo ve radyoterapi almistir. %13,5 hasta ise
tedavi gormemistir. Kemoterapi ve radyoterapiyi beraber alan olgular (9.8 ay; 95% CI:
8-14) ile sadece radyoterapi alan olgular (12 ay; 95% CI: 7.2—15) arasinda ortalama sag
kalim siiresinde bir fark saptamadiklarini bildirmislerdir. Adjuvan bir tedavi almayan
olgularin ortalama sag kalim siiresinin adjuvan terapi alanlara gore (sadece radyoterapi
P<10™, radyoterapi ve kemoterapi P<10™) daha diisiik oldugunu (3,2 ay, Cl: 0,4-5,3)
saptamiglardir. Yapilan tek degiskenli analizlerde MGMT promotor metilasyonu ve OS
veya PFS arasinda belirgin bir iligki saptamadiklarini bildirmislerdir. Kombine
kemoterapi ve radyoterapi alan olgularin OS’inin metile (9,5 ay: %95 CI; 7,1-14,1) ve
unmetile MGMT’li olgular arasinda (9,8 ay: %95 CI; 8-14,1) belirgin olarak farkl
olmadigmi ve sadece radyoterapi alan metile olgularin ortalama sag kalim siiresinin ise
10,9 ay (%95 ClI; 7,2-15) oldugunu saptamiglardir. MGMT promotor metilasyonunun
GBM’lerde alkile edici ajanlarla tedaviye yanit i¢in prognostik faktor olarak

degerlendirilemedigini belirtmislerdir.

Thang Cao ve arkadaslarmin (13) 2009 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; 36 olgu
(%43,4) konkominant adjuvan kemoterapi ve 47 olgu (%56,6) rekiirrent Temodal
kemoterapisi almistir. Konkominant adjuvan kemoterapi alan olgularin ortalama sag
kalim siiresinin 14,4 ay (95% CI; 8.34-20.47 ay) ve rekiirrent Temodal kemoterapisi
alan olgularin ise ortalama sag kalim siiresinin 15,38 ay (95% CI; 12,33-19,34 ay)
oldugunu belirtmisler ve bu iki grup arasinda istatistiksel olarak belirgin bir farklilik

saptanmadigini ifade etmislerdir.

Gerstner ve arkadaslarmm (29) 2009 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada; 35 olgu
kemoradyasyon, 16 olgu sadece radyoterapi ve 3 olgu sadece kemoterapi almigtir. 37
metile olgunun 24 tanesi ve 27 unmetile olgunun 16 tanesi de alkile edici ajan

kullandig1 ayrica 6 metile ve 4 unmetile olgunun ise tedavi almadig1 veya tedavisinin
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bilinmedigi belirtilmistir. Alkile edici ajan kullanan olgularin mOS’min 489 giin,
unmetile olgularmn ise 263 giin oldugu (P= 0.0021) ve bu olgularin mPFS’larinin ise 405
giine 246 giin oldugu (P<0.2742) bildirilmistir.

Crinie're ve arkadaslarinin (17) 2007 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada; 77 olgunun
RT ile bereber adjuvan kemoterapi aldigini ve 85 olgunun ise radyoterapi aldigini
bildirmislerdir. RT+adjuvan kemoterapi alan olgularin 45 tanesinin ve RT alan olgularin
ise 43 tanesinini metile MGMT i olduklar1 ifade edilmistir. RT alan metile ve unmetile
olgular arasinda ortalama sag kalim agisindan bir farklhilik saptamadiklarm
bildirmislerdir. RT+ adjuvan kemoterapi alan olgularin metilasyon durumunun sag
kalimda (17.1 aya 13.1 ay, P = 0.041) bir gosterge oldugunu ifade etmisler ve MGMT
metilasyonun tedavi yontemleri ve programlari i¢in prognostik etkisinin olabilecegini

vurgulamiglardir.

Hegi ve arkadaslarmin (34) 2005 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; 307 olgunun 206
tanesinde MGMT metilasyonunu degerlendirebilmisler ve bu olgularin 100 tanesinin
sadece radyoterapi, 106 tanesi ise radyoterapi ve kemoterapiyi birlikte almistir. MGMT
metile olup radyoterapi alan olgu sayis1 46, temozolomid ve radyoterapi alan olgu sayis1
ise 46 olarak bildirilmistir. Metile MGMT ’1i radyoterapi alan olgularin sag kalim siiresi
15.3 ay (13.0-20.9), RT+TMZ alan olgularin sag kalim siiresi ise 21.7 ay (17.4-30.4)
olarak bildirilmistir. Unmetile MGMT li radyoterapi alan olgu sayis1 54, RT+TMZ alan
olgu sayist ise 60 olarak bildirilmistir. Unmetile MGMT’li radyoterapi alan olgularin
sag kalim siiresi 11.8 ay (9.7-14.1), RT+TMZ olgularin sag kalim siiresi ise 12.7 ay
(11.6-14.4) olarak bildirilmistir. Metile MGMT’li olgularin temozolomidden daha fazla

yarar sagladigini ifade etmislerdir.

Rivera ve arkadaslarinin (81) 2010 yilinda yaptiklar: galismada; 53 olgu adjuvan
kemoterapi ve 172 olgu ise tiimor rekiirrensine kadar herhangi bir kemoteropotik ajan
kullanmamustir. Alkile edici kemoteropotiklerin kullanilmadigi olgularda MGMT
metilasyonununun tiimér progresyonunu unmetile MGMT’li tiimorlere gore 2 kat1 daha

fazla geciktirdigini gostermisleridir. Sadece radyoterapi alan olgularda MGMT
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promotor metilasyonunun radyoterapiye yanit ile korelasyon gosterdigini

bildirmislerdir.

Calismamiza dahil ettigimiz 40 olgunun 17 tanesi radyoterapi ile kombine
edilmis kemoterapi, 9 olgu radyoterapi, 1 olgu kemoterapi almis olup 13 olguya ise
adjuvan bir tedavi protokolii uygulanmamistir. RT+KT alan olgularin 6 tanesi metile
MGMT, 11 tanesi ise unmetile MGMT genine sahiptir. Metile MGMT’li olgu sayimiz
az oldugu i¢in sag kalim stireleri istatistiksel olarak degerlendirilememistir. Unmetile
olgularin sag kalim siiresi 15 ay (%95 CI: 10-21), adjuvan bir tedavi protokolii
uygulanmayan olgularm ise 13 ay (%95 CI: 6-19) olarak saptanmus ve istatistiksel
olarak bu fark anlamli bulunmamistir (Log Rank Test; P=0.569). Grup olarak RT+KT
alan olgular degerlendirildiginde olgularin sag kalim siiresi 17 ay (%95 CI: 13-23),
adjuvan bir tedavi protokolii uygulanmayan olgularin sag kalim siiresi 14 ay (%95 CI:
8-20) olarak saptanmis ve istatistiksel olarak bu fark anlamli bulunmamistir (Log Rank
Test; P=0.480). Sadece RT alan olgularin sag kalim siireleri degerlendirildiginde 14 ay
(%95 CI: 10-19), adjuvan bir tedavi protokolii uygulanmayan olgularin sag kalim
siireleri degerlendirildiginde 14 ay (%95 CI: 8-20) olarak saptannustir. iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski kurulamamustir (Log-Rank Test P=0.376).
Radyoterapi alan olgular metile ve unmetile olarak ayrildiginda ve sadece kemoterapi
alan olgu sayis1 7’nin altinda oldugu icin istatistiksel olarak degerlendirilememistir.
Calismamizin sonucu Blanc ve ark.(6) ile Thang Cao ve ark.(13) sonuglar1 ile uyumlu
olarak MGMT promotor metilasyonunun GBM’lerde alkile edici ajanlarla tedaviye
yantt i¢cin prognostik faktor olarak degerlendirilememistir. Calismamiz sonucunda elde
ettigimiz veriler Gerstner ve ark.(29), Crinie're ve ark. (17), Hegi ve ark.(34) ile Rivera
ve ark.(81) ile uyumsuz oldugu goriilmektedir. Calismamizda MGMT metilasyonu ile
tedavi tipleri arasinda bir iliski saptanamamistir. Tedavi tiplerine gore olgularimiz
gruplandirildiginda, olgularimiz gruplara dagildiginda sayilarinin az olmasi ve
istatistiksel olarak degerlendirilememesinin MGMT metilasyonunun tedavi tizerindeki

prognostik etkisini saptayamamiza neden oldugunu diisiinmekteyiz.
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5.3. Dizi Analizi Yontemi fle IDH1 Mutasyonu i¢cin Elde Edilen Verilerin Literatiir

Ile Karsilastirmasi

IDH1 geni 2933 de lokalize izositrat dehidrogenaz kodlayan sitrik asit (krebs)
siklusundaki bir enzimdir. Isositrat dehidrogenaz trikarboksilik asit dongiisiinde
niikleotid, lipid ve amino asit sentezine aracilik eder ve bu nedenle replikasyon ve hiicre
cogalmasi i¢in gerekli bir enzimdir (95). IDHI mutasyonu tiimdr spesifiktir ve ¢esitli
glioma tiplerinde 6zellikle histolojik olarak siniflandirilmis diisiik grade gliomalar ve
sekonder glioblastomalarda ayrica akut myeloid 16semide (8), B-akut lenfoblastik
16semi, kolerektal kanser ve prostat karsinomunda bulunmustur. En son ¢alismalarda
tiroid kanseri ve folikiiler tiroid kanserinde iki yeni homozigot IDHI mutasyonu tespit
edilmistir. IDH1 mutasyonunun 0&zellikle primer ve sekonder GBM ayriminda

kullanilabilecek bir marker oldugu son yillarda yapilan ¢caligmalarda vurgulanmaktadir.

IDH1 mutasyonu genellikle geng GBM’li kisilerde meydana gelmekte ve mutant
IDH1’ 1i kisilerin ortalama yasi 33, yabanil tip IDH1’li kisilerin ortalama yas1 53 (P
<0.001) olarak rapor edilmistir. Farkli kaynaklarda IDH1 mutasyonu tasiyan GBM’ li
kisilerin yas ortalamasimi farkl farkli verilmistir fakat genel kan1 mutasyonlu kisilerin

mutasyon tasimayanlara gore geng olduklar1 yoniindedir (55).

Literatiirde IDH1 mutasyonu genellikle dizi analizi ile (5, 7, 49, 69, 88, 95, 105)
calisilmigtir. Array-CGH (37, 84, 90) ve SSCP (69) gibi yontemlerle de yapilmis
caligmalar bulunmaktadir. Yapilan calismalarda IDH1 mutasyonunun prognostik
belirteg olabilecegi ve genellikle geng kisilerde gézlendigi vurgulanmustir. Literatiirde
bildirilen mutasyonlar heterozigot ve cogunlukla kodon 132’de niikleotid transisyonu
seklinde oldugu yoniindedir (R132H, CGT>CAT). Calismamizda GBM olgularinda
IDH1 geninde mutasyonlarin kiimelendigi 4. ekzonun genomik dizilemesi dizi analizi

ile yapilmustir. Elde ettigimiz veriler, literatiirde benzer ¢alismalar ile karsilastirilmistir
(Tablo 5.2.).
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Yan ve arkadasglarmin (105) 2009 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; 445 santral sinir
sistemi timori ve 494 santral sinir sistemi tiimorii olmayan dokuda IDH1 ve IDH2
genlerinin sekanslamasini1 yapmuslardir. Tiim tiimor tiplerinden 161 tanesinde R132
somatik mutasyonunu tanimlamiglardir. R132H mutasyonu 142 dokuda, R132C 7
dokuda, R132S 4 dokuda, R132L 7 dokuda ve R132G 1 dokuda bildirilmistir. Timor
tiplerindeki dagilim ise; 30 diffuz astrositomanin 25 tanesinde, 7 pleomorphik
xanthoastrositomanm 1 tanesinde, 52 anaplastic astrositomanin 36 tanesinde, 13
sekonder GBM’in 11 tanesinde (%85) ve 123 primer GBM’in 6 tanesinde (%?5), 51
oligodendrogliomanin 41 tanesinde, 36 anaplastik oligodendrogliomanin 31 tanesinde, 3
oligoastrositomanin 3 tanesinde, 7 anaplastik oligoastrositomanin 7 tanesinde IDH1
mutasyonunu tespit etmislerdir. Tim GBM’ler bir arada degerlendirildiginde ise 136
olgunun 17 tanesinde (%12,5) IDH1 mutasyonu tespit edilmistir. IDH1 mutasyonlu
primer GBM’li olgularin yas ortalamasini 32, mutasyon tasimayan olgularm ise yas
ortalamasini 59 olarak; IDH1 mutasyonlu sekonder GBM’li olgularin yas ortalamasinin
32, IDH1 mutasyonu olmayan olgularin ise yas ortalamasmi 62 olarak bildirmislerdir.
IDHI mutasyonu tasiyan olgularin ortalama sag kalimmni 31 ay, mutasyon
tasimayanlarm ortalama sag kalimmi ise 15 ay olarak (P=0.002) bildirmisler ve

mutasyon tastyanlarin daha uzun sag kalima sahip olduklarini belirtmislerdir.

Balss ve arkadaglarinin (5) 2008 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; 685 farkli tiimor
ornegi ile caligmislar ve 221 tanesinde IDH1 mutasyonunu tespit etmislerdir. Bu
mutasyonlarin; 205 tanesi R132H, 8 tanesi R132C, 4 tanesi R132S, 2 tanesi R132G, 1
tanesi R132L ve 1 tanesinin R132V oldugunu bildirmislerdir. Bu genis timor serisi
icerisinde toplam 121 GBM olgusunda IDH1 mutasyonu dizi analizi ile incelenmis ve
15 olguda (%12,3) IDH1 mutasyonu tespit edilmistir. Saptanan mutasyonlarin
dagilimini ise; 99 primer GBM’li olguda 7 tane (%7), 8 sekonder GBM’li olguda 7 tane
(%88) ve 14 pediatrik GBM’li olguda 1 tane (%7) seklinde oldugunu belirtmislerdir.
Primer GBM’li olgularda yas ile IDHI mutasyonunun varligi ve yoklugu arasinda
kuvvetli bir iliski oldugunu belirtmisler ve IDH1 mutasyonlu olgularin mutasyon

tasimayan olgulara gore daha gen¢ olduklarini ifade etmislerdir. IDH1 mutasyonlu
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primer GBM’li kisilerin yas ortalamasimin 40,3, IDHI mutasyonu olmayan GBM’li
kigilerin yas ortalamasmin ise 52,6 (P<0.005) oldugunu saptamuslardir.

Krell ve arkadaglarmin (49) 2011 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; 47 GBM’li olgu
dizi analizi ile incelenmistir. 47 GBM’li olgunun 6 tanesinde (%12) IDH1 mutasyonunu

tespit etmislerdir. Tiim mutasyonlarin ¢.395G.A oldugunu bildirmislerdir.

Parsons ve arkadaglarmin (73) 2008 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada; toplam 149
GBM’i incelemigler ve IDH1 genini %12 mutant olarak saptamislardir. IDHI
mutasyonu tasiyan olgularin yas ortalamasini 33, mutasyon tasimayan olgularin yas
ortalamasini ise 53 olarak bildirmislerdir (P<0.001). IDH1 deki mutasyonlarm sekonder
GBM’lerde goriildiigiinii (P<0.001) ve bu mutasyonun énemli 6l¢lide iyi prognostik
oldugunu, ortalama sag kalim siiresinin ise mutasyon tasiyan olgularda 3,8 yil,
mutasyon tagimayanlarda ise 1,1 yil (P < 0.001, log-rank test) oldugunu belirtmislerdir.
IDH1 degisikliklerinin spesifik molekiiler sonuglarinin ne olursa olsun, IDHI
mutasyonunun saptanmasinin biiylik olasilikla klinik olarak yararl olacagina ve IDHI
mutasyonunun sekonder GBM’ler i¢in spesifik potansiyel bir marker olduguna dikkat
cekmislerdir. Bu literatiir GBM’lerde IDH1 mutasyonunun saptandigi ilk yayin olma

Ozelligini tasimaktadir.

Sanson ve arkadaslarmin (84) 2009 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; grade Il, 111 ve
IV tiimorlerden olusan 404 glioma serisini incelemislerdir. Toplam 155 (38%) dokuda
IDH1 mutasyonunu tespit etmisler ve mutasyonlarin 138 tanesinin (89%) G395A
(Arg132His), 3 tanesinin C394A (Argl32Ser), 2 tanesinin G395T (Argl32Leu), 7
tanesinin  C394G (Argl32Gly) ve 5 tanesinin C394T (Argl32Cys) oldugunu
bildirmislerdir. 404 gliomadan olusan bu serinin igerisinde 196 GBM’li olguya da yer
verilmis ve bu olgularin 21 tanesinde (%10,7) IDH1 mutasyonu tespit edilmistir. 183
primer GBM’li olgunun 11 tanesinde (%6, P<10®) ve 13 sekonder GBM’li olgunun ise
10 tanesinde (%77) IDH1 mutasyonunu saptamiglardir. IDHI mutasyonu tasiyan
olgularm IDH1 mutasyonu tagimayan olgulara gore sag kalim siiresinin daha yiiksek

oldugunu saptamiglardir (OS; 27,4 ¢ 14 ay P< 0.01).
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Calismamizda 40 GBM’li olgunun 5 tanesinde (%12,5) IDHI1 R132H mutasyonu
saptanmistir. IDH1 mutasyonu tastyan GBM’lerin yas ortalamasinin 41+13, mutasyon
tasimayan GBM’lerin yas ortalamasinin ise 58+13 oldugu saptanmistir. IDHI
mutasyonu tastyan olgular ile tagimayanlar arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlaml1
bulunmustur (t=2.659 ve P=0.011). Mutasyon oranimiz ve mutasyon tasiyan olgularin
tasimayanlara gore daha gen¢ olmalar1 literatiir ile uyumlu olarak degerlendirilmistir.
Yan ve arkadaslar1 (105), Parsons ve arkadaslar1 (73) ile Sanson ve arkadaslar1 (84)
mutasyon tastyan olgularin tasimayanlara gore daha uzun sag kalim siiresine sahip
olduklarinmi belirtmislerdir. Calismamizda IDH1 mutasyonu tasiyan olgularin ortalama
sag kalim siiresi 19 ay, mutasyon tagimayan olgularin sag kalim siiresi ise 16 ay olarak

saptanmus fakat istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. (Log Rank, P=0,56).

Bleeker ve arkadaglarmin (7) 2009 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; 94 primer
GBM’li ve 15 sekonder GBM’li olguda IDH1 mutasyonunu dizi analizi ile incelemisler
ve toplam 109 olgunun 22 tanesinde IDH1 genini mutant olarak saptamislardir. 94
primer GBM’li olgunun 11 tanesinde ve 15 sekonder GBM’li olgunun 11 tanesinde
IDH1 mutasyonunu saptamislar (22/109, %20) ve bu mutasyonlarin 3 tanesinin R132C,
1 tanesinin R132G, 1 tanesinin R132L ve 17 tanesinin R132H seklinde oldugunu
bildirmislerdir. Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda ise IDH1 mutasyonunun baskin olarak
sekonder GBM’lerde gozlendigi sonucuna varmuslardir (P= 0.0000016, Fisher’s exact
test).

Gravendeel ve arkadasglarmin (31) 2010 yilinda yaptiklar1 ¢alismada ise 496
glioma 6rneginde IDH1 mutasyonu taranmis ve 246 (%49,6) IDH1 mutasyonu tespit
edilmigtir. Bu glioma serisi igerisinde yer alan 175 GBM’li olgunun 34 tanesinde (%19)
IDH1 mutasyonunu tespit etmislerdir. Bu mutasyonunun 31 tane p.R132H ve 3 tane
p.R132X oldugunu bildirmisleridir. IDHI1 mutasyonu ile uzun sag kalim arasinda pozitif

bir korelasyon oldugunu belirtmislerdir (2.0 yila 0.72 y1l, P<0.001).
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Toedt ve arkadaslarinin (90) 2010 yilinda gliomalarla iligkili patomekanizmay1 ve
molekiiler markerlar1 belirlemek amaci ile yaptiklar1 ¢alismada; 87 primer GBM, 13
sekonder GBM, 19 anaplastik astrositoma ve 12 diffuz astrositoma incelenmistir. IDH1
kodon 132 mutasyonlarinm AII (10/12), AAIlI (16/19) ve sGBIV (11/13, %84), daha az
oranda pGBIV (7/87, %8) tespit edilmistir. Toplam 100 GBM olgusunun 18 tanesinde
(%18) IDH1 mutasyonunu tespit etmislerdir. IDH1 mutasyonlu primer GBM’li
olgularm mutasyon tagimayan GBM’li olgulara gore daha gen¢ ve daha uzun OS’a
sahip olduklarini ifade etmislerdir. Sekonder GBM’li olgularin ortalama yasini 42,
mutasyon tasimayan primer GBM’li olgularin ortalama yasmi 65, mutasyon tasiyan

primer GBM’li olgularm ortalama yasimi 44 olarak bildirmislerdir.

Bleeker ve arkadaglarinin (8) 2010 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada; IDH1 mutasyon
durumu daha 6nceden tanimlanmis 94 primer ve 15 sekonder GBM’den olusan 109
GBM o6rnegini incelemislerdir. Retrospektif sag kalim analizi i¢cin 85 primer ve 13
sekonder GBM’i kullanmiglaridir. Calismaya dahil edilen 94 primer GBM’in 11
tanesinde ve 15 seckonder GBM’in 11 tanesinde IDH1’in mutant oldugunu (22/109,
%20) ve IDH1 mutasyonlu olgularin yas ortalamasini 41, mutasyon tasimayan olgularin
yas ortalamasin1 58 olarak saptamislardir (P<0.001). IDHI mutasyonu tasiyanlarin

ortalama sag kalim siiresinin artmig oldugunu belirtmektedirler (P=0.002).

Calismamizda IDH1 mutasyon oranit %12,5 olarak saptanmistir. Bu oranin 4
literatiire gore biraz disik oldugu goriilmektedir. Mutasyon olan ve olmayan
olgularimizin sag kalim siireleri degerlendirildiginde aralarindaki farkin istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 bulunmus ve bu yiizden de mutasyonun sag kalim iizerine olan
etkisi ¢aligmamizda saptanamamistir. Az sayida olguda IDH1 mutasyonunun tespit
edilmis olmasi iki grup arasindaki sag kalim siirelerinin farkli olmamasina neden
oldugunu diisiinmekteyiz. Olgularmizin yaslar1 dikkate alindiginda literatiirle uyumlu
olarak mutasyon saptadigimiz olgular, mutasyon saptanmayan olgulara gore daha geng

oldugu goriilmektedir.
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Watanabe ve arkadaslarmin (95) 2009 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; 266 glioma
olgusundan elde ettikleri 321 tiimor dokusunda IDH1 mutasyonunu SSCP ile taramislar
ve daha sonra mutasyon tespit ettikleri olgular1 direkt sekanslama ile incelemislerdir.
R132 de lokalize 130 mutasyon saptamiglardir. 12 mutasyonun Arg—His; 6
mutasyonun CGT—TGT, 5 mutasyonun CGT—GGT ve 1 mutasyonun CGT —AGT
seklinde oldugunu bildirmislerdir. Bu genis olgu serisi 59 primer GBM ve 34 sekonder
GBM’1 kapsamaktadir. Primer GBM’li olgularda %5 ve sekonder GBM’li olgularda
%82 IDH1 mutasyonu tespit etmislerdir. IDH1 mutasyonlu GBM’li olgularin ortalama
yaslarinin mutasyon tasimayanlara gore belirgin olarak daha diisiik oldugunu
saptamiglardir (44.2+12.6 ye 56.4+10.7; P=0.0001). Fakat primer ve sekonder GBM’li
olgular1 ayr1 ayr1 analiz ettiklerinde yas ve IDHI mutasyonu arasinda bir ilgi

bulamadiklarini belirtmislerdir (Primer GBM P=0.202; sekonder GBM, P=0.405).

Ichimura ve arkadaslarmin (37) 2009 yilinda yaptiklar1 calismada; 183 GBM’li
olgunun da dahil oldugu 305 astrositik tiimoérde IDH1 mutasyonunu array-CGH ile
incelemisler ve 119 olguda somatik IDH1 mutasyonunu tanimlamislardir. Tim
mutasyonlarin kodon 132°de oldugunu ve 110 tanesinin ¢.395G>A (Argl32His), 1
tanesinin ¢.394C>A (Arg132Ser), 4 tanesinin ¢.394C>G (Arg132Gly) ve 4 tanesinin ise
€.394C>T (Argl32Cys) seklinde oldugunu belirtmislerdir. 173 primer GBM’li olgunun
6 tanesinde (%3), 10 sekonder GBM’li olgunun ise 5 tanesinde (%50) IDHI1
mutasyonunu tespit etmislerdir (11/183, %6). IDH1 mutasyonunu sekonder GBM’li
olgularda primer GBM’li olgulara oranla daha yiiksek frekansta saptamiglar (p<0.001)
ve IDH1 mutasyonunun genellikle gen¢ olgularda gozlendigini ve IDHI mutasyonlu
GBM’li olgularin yas ortalamasmin 41, mutasyon tasimayanlarin yas ortalamasini ise

56 oldugunu bildirmislerdir ( t-test, P=0.002).

Nobusawa ve arkadaglarinin (69) 2009 yilinda yaptiklar1 ¢caligmada; 377 primer
GBM’li ve 30 sekonder GBM’li olguyu IDH1 mutasyonunun varligini saptamak i¢in
SSCP analizi ile taramuslar ve IDH1/IDH2 mutasyonu tespit edilen olgular: direkt
sekanslama yontemi ile incelemislerdir. 407 GBM’li olgunun 36 tanesinde (%8,8) IDH1

mutasyonu saptamiglar ve tiim mutasyonlarin kodon 132’de oldugunu ve %83 G395A
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(Arg->His), %11,1 C394G (Arg—Gly), %2,8 C394T (Arg—Cys;), %2,8 C394A
(Arg—Ser) seklinde oldugunu bildirmislerdir. IDH1 mutasyonu tasiyan olgularin
(ortalama 47,9+12,9 yas) mutasyon tasimayanlara (60,6+13,5 yas; P < 0,0001) gore
gen¢ oldugunu rapor etmislerdir. IDH1 mutasyonu klinik olarak sekonder GBM tanisi
almis olgularda daha sik (30 tanenin 22’sinde, %73,3) buna karsilik primer GBM’li
olgularda ise nadir olarak bulundugunu saptamislardir (377 tanenin 14’linde %3,7;
P<0,0001). IDH1 mutasyonun sensitivite ve spesifitesinin, sekonder GBM’lerin primer
GBM’lerden aymriminin yapilmasinda molekiiler marker olarak kullanilabilecegini
belirtmiglerdir. Ayrica IDHI mutasyonu tasiyan olgularm genel sag kalim siiresinin
27,1 ay, mutasyon tagimayan olgularin sag kalim siiresini ise 11,3 ay (P<0,0001) olarak

saptamiglardir.

Sonoda ve arkadaglarinin (88) 2009 yilinda yaptiklar: ¢alismada; 125 gliomadan
olusan bir seri ile galismiglar ve 39 tanesinde IDHI mutasyonunu tespit etmislerdir.
Tim mutasyonlarm RI132H oldugunu bildirmisler ve 9 oligodendrogliomanin 6
tanesinde, 21 anaplastik astrositomanin 12 tanesinde, 4 anaplastic oligoastrositomanin 3
tanesinde, 14 anaplastik oligodendrogliomanin 7 tanesinde, 59 primer GBM’in 3
tanesinde, 3 sekonder GBM’in 2 tanesinde, 8 gangliogliomanin 3 tanesinde, 5
anaplastik gangliogliomanin 3 tanesinde IDH1 mutasyonunu tespit etmislerdir.
Sekonder GBM’li olgularda %67, primer GBM’li olgularda %5 (5/62, %8) oraninda
IDH1 mutasyonu saptamislar ve IDH1 mutasyonu tasiyan olgularin yas ortalamasini 35,
mutasyon tasimayanlarin yas ortalamasini ise 57 olarak bildirmislerdir (P = 0,0158).
IDH1 mutasyonu tastyan olgularin ortalama sag kalim siiresi 66 ay iken mutasyon
tasimayan olgularm ortalama sag kalim siiresinin 49 ay oldugu rapor edilmistir. Sag
kalim siireleri arasinda belirgin olarak fark olmamasini IDH1 mutasyonu tasiyan ¢ok az

tiimoriin tespit edilmis olmasindan kaynaklandigini bildirmislerdir.

Calismamizda saptadigimiz %12,5’lik mutasyon oraninin literatiirlerde bildirilen
orandan biraz yiiksek oldugu goriilmektedir. IDH1 mutasyonu tastyan GBM’lerin yas
ortalamasmin 41+13, mutasyon tasimayan GBM’lerin yas ortalamasmin ise 58+13

oldugu saptanmis ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (t=2.659 ve
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P=0.011). Mutasyonlu olgularin mutasyon tasimayanlara gore daha geng¢ olmasi literatiir
(37, 69, 88, 95) ile uyumlu bulunmustur. Calismamizda IDH1 mutasyonu tasiyan
olgularin ortalama sag kalim siiresi 19 ay, mutasyon tasimayan olgularin sag kalim
sliresi ise 16 ay olarak saptanmis fakat aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli
olarak bulunmamistir (Log Rank, P=0,56). Bu nedenle ¢alismamizda mutasyonun sag

kalim iizerine olan etkisi saptanamamastir.
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Tablo 5.2. IDH1 geni igin ¢alismamizda saptadigimiz mutasyon orani, hasta yagi ve sag kalim

stirelerinin literatiir verileri ile karsilagtirilmasi (S.=Sekonder GBM, Pr. GBM=PrimerGBM).

Arastirmact | GBM Mutasyon Yas Ortalamasi (Y1) Sag Kalim
ismi (n) Yiizdesi Mut. + Mut. - Siiresi
(IDH1) Mut. +Mut. -

Yan ve | 123Pr.GBM Pr. GBM %5 Pr.GBM; 32 | Pr.GBM; 59 | 31 ay | 15 ay
arkadaslari 13 S. GBM S. GBM %85 S.GBM;32 | S.GBM;62
2009 Toplam:136 | Toplam:%12,5
Balss ve | 99 Pr.GBM Pr. GBM %7 P.GBM; P.GBM; - -
arkadaslari 8S. GBM S. GBM %88 40,3 52,6
2008 14Ped.GBM Ped. GBM %7

Toplam:121 | Toplam:%12,3
Krell ve | 47 %12 - - - -
arkadaslari
2011
Parsons  ve | 149 %12 33 53 3,8 1,1 yil
arkadagslar yil
2008
Sanson ve | 183 Pr.GBM | Pr. GBM %6 - - 27,4 |14 ay
arkadaslari 13S. GBM S. GBM %77 ay
2009 Toplam:196 | Toplam:%10,7
Bleeker  ve | 94 Pr.GBM Toplam:%20 - - - -
arkadaslar1 15 S.GBM
2009 Toplam:109
Gravendeel ve | Toplam:175 | %19 2yil | 0.72
arkadaslar1 yil
2010
Toedt ve | 87 Pr.GBM Pr. GBM %8 P.GBM:44 | P.GBM:65 | - -
arkadaslar1 13S. GBM S. GBM %84
2010 Toplam:100 | Toplam:%18
Bleeker  ve | 94 Pr.GBM %20 41 58 - -
arkadaslari 15 S. GBM
2010 Toplam:109
Watanabe ve | 59 Pr.GBM Pr. GBM %5 44.2 56.4 - -
arkadaslar1 34 S. GBM S. GBM %82
2009
Ichimura ve | 173 Pr.GBM | Pr. GBM %3 41 56 - -
arkadaslar1 10S. GBM S. GBM %50
2009 Toplam:183 | Toplam:%6
Nobusawa ve | 377 Pr.GBM | Pr. GBM %3,7 | 47,9 60,6 27,1 | 11,3
arkadaslari 30 S. GBM S. GBM %73 ay ay
2009 Toplam:407 | Toplam:%8,8
Sonoda ve | 59 Pr.GBM Pr. GBM %5 35 57 66 ay | 49ay
arkadaslari 3S. GBM S. GBM %67
2009 Toplam:62 Toplam:%8
Bizim 40 %12,5 41 58 19ay | 16 ay
Calismamz
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5.4. MGMT Metilasyonu ve IDH1 mutasyonun Birlikte Degerlendirilmesi ve Elde

Edilen Verilerin Literatiir ile Karsilastirmasi

Sanson ve arkadaslarinin (84) 2009 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; 404 gliomadan
olusan bir olgu serisinde MGMT metilasyonunu MSP ile ve IDH1 mutasyonunu direkt
sekanslama ile incelemislerdir. MGMT metilasyonunu 194 timérde analiz edebilmisler
ve 133 tanesinde (%68,5) MGMT’yi metile olarak saptamiglardir. MGMT metilasyonu
ile IDH1 mutasyonunun iliskili oldugunu bildirmisler; 86 IDH1 mutant tiimoriin 70
tanesinde (%81,3) MGMT yi metile olarak bulmuslar ve 108 IDH1 mutasyonu olmayan
timoriin ise 63 tanesinde (%58,3, P< .001) MGMT’yi metile olarak bulmuslardir.
Metile MGMT’li tiimorlerde IDH1 mutasyonunu daha sik saptadiklarini rapor

etmislerdir.

Toedt ve arkadaglarinin (90) 2010 yilinda gliomalarla ilskili patomekanizmay1 ve
molekiiler markerlar1 belirlemek amaci ile yaptiklar: galismada; MGMT metilasyonu ve
TP53 mutasyonu ile IDH1 mutasyonu (p<0.001) arasinda pozitif bir korelasyon

oldugunu bildirmislerdir.

Christensen ve arkadaslarmm (15) 2011 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada;
glioblastomalar, astrositomalar, oligodendrogliomalar, oligoastrositomalar,
ependymomalar ve pilositik astrositomalardan olusan 131 glioma ve 7 tiimor olmayan
beyin dokusu ile ¢alismiglardir. IDH1 mutasyonu 56 (%60) tiimorde tespit edilmis ve
EGFR amplifikasyonu ile iliskilendirilmemistir (P= 0.10) fakat IDH1 mutasyonu
saptanan tiimdrlerde  MGMT metilasyonunun belirgin olarak artmis oldugunu

saptamuslardir (P = 3,6 x 10™).

Weller ve arkadaglarinin (97) 2009 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada; 301 GBM’li
olguda TP53 mutasyonu, EGFR, CDK4, MDM2 amplifikasyonu, CDKN2A homozigot
delesyonu, MGMT metilasyonu ve IDHI mutasyonunu incelemislerdir. MGMT

promotor metilasyonunun uzun PFS ve OS ile iliskili oldugunu, IDH1 mutasyonunun
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ise PFS ve OS iizerinde olumlu etkisi oldugunu fakat diger molekiiler faktorlerin (TP 53
mutasyonu, EGFR, CDK4, MDM2 amplifikasyonu, CDKN2A homozigot delesyonu)
iliskili olmadigmi bildirmislerdir.

Calismamizda 40 GBM’li olgumum MGMT metilasyonu ve IDH1 mutasyonu
incelenmistir. MGMT metilasyonu ile IDH1 mutasyonu sadece 1 tiimorde birlikte
saptanmis ve istatistiksel olarak degerlendirildiginde aralarinda bir iligki
saptanamamistir (P>0.05). Calismamizda IDH1 mutasyonu tasiyan olgularin ortalama
sag kalim siiresi 19 ay, mutasyon tasimayanlarin ortalama sag kalim siiresi ise 16 ay
olarak (Log Rank, P=0,56) ve MGMT geni i¢in ise; metile olgularin ortalama sag kalim
stiresi 19 ay ve unmetile MGMT’li olgularin ise 15 ay olarak tespit edilmistir (Log
Rank Test, P=0.1). Mutasyon ve metilasyon saptadigimiz olgu sayimizin az olmasi
nedeni ile bu iki gen arasinda bir iliski saptayamadigimizi diisiinmekteyiz. ileriki
donemler i¢cin daha genis olgu serileri ile ¢alismalar yapilmasini gerekli oldugunu

disiinmekteyiz.
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6. SONUC ve ONERILER

Arastirma grubunu olusturan 40 GBM’li olgunun tiimér dokularinda MGMT
metilasyonu MS-HRM yontemi ile ve IDHI mutasyonu dizi analizi yontemi ile

incelenerek literatiir ile karsilastirildi.

- Calismamizda IDH1 mutasyonu ve MGMT metilasyonu ile GBM fenotipi ve
olgu yas1 arasindaki iligkiler arastirilmis ve tedaviye bagli sag kalim siireleri

belirlenmistir.

- Cahsmamiz MGMT metilasyonu ve IDH1 mutasyonu ile GBM arasindaki

iliskiyi arastiran Tirkiye’deki ilk ¢alisma olma 6zelligindedir.

- MGMT metilasyonu i¢in ¢alisma grubumuzun metilasyon frekans1 %32,5 olarak
belirlenmistir. Metile olgularin ortalama sag kalim siiresi 19 ay, unmetile

olgularin ortalama sag kalim siiresi ise 15 ay olarak belirlenmistir.

- IDH1 mutasyonu %12,5 olarak tespit edilmistir. IDHI mutasyonu tasiyan
olgularm ortalama sag kalim siliresi 19 ay mutasyon tasimayan olgularin
ortalama sag kalim siiresi ise 16 ay olarak saptanmis olup IDH1 mutasyonu
tastyan olgularin yas ortalamasi 41+5.06 iken IDH1 mutasyonu saptanmayan

olgularin yas ortalamasi 5742.29 olarak belirlenmistir.

- Yapilacak caligmalarda olgu sayis1 ve metilasyonu tespit etmek i¢in kullanilacak

yontemin hassasiyetinin 6nemi vurgulanmastir.
- Gliomalarn smiflandirilmasinda  histolojik  kriterler yaninda molekiiler

markerlarin ve Ozellikle de IDH mutasyonlarmm dikkate almabilecegini

diistinmekteyiz.
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